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1 Einleitung  
1.1 Einführung 
Die Radionuklidtherapie hat durch den Einsatz tumoraffiner Radiopharmaka großes Potential, 
eine hohe Dosis im Tumor unter Schonung des umgebenden Normalgewebes zu bewirken. 
Die radiotoxische Wirkung der eingesetzten Radionuklide beruht hierbei auf der 
Energiedeposition der emittierten ionisierenden Strahlung in der Umgebung des 
Emissionsortes. Die erreichte Energiedeposition ist von den strahlenphysikalischen 
Eigenschaften des Radionuklids und von der Pharmakokinetik der Radiopharmaka im 
Organismus abhängig. Aufgrund der kurzen Reichweite von Betastrahlen oder von 
niederenergetischen Auger-Elektronen im Gewebe werden hohe Dosisgradienten erzielt, 
wodurch es bei therapeutischer Anwendung zur Dosiseskalation im Zielgebiet kommen kann. 
Im Vergleich dazu wird bei der externen Strahlentherapie eine homogene Dosisverteilung mit 
hoher Intensität im definierten Zielvolumen erzielt. Die kombinierte interne-externe 
Radiotherapie (CIERT) ist die Vision eines neuen innovativen Konzepts der Karzinomtherapie. 
Ziel der CIERT ist es, zusätzlich zur homogenen externen Bestrahlung eine regionale 
Dosiserhöhung durch interne Bestrahlung mit offenen Radionukliden zu erreichen (Dietrich et 
al., 2015). Während für die Bestimmung der Dosis bei externer Strahlentherapie etablierte 
Verfahren zur Verfügung stehen, fehlen physikalische Methoden zur Dosisbestimmung auf 
zellulärem Niveau für die Applikation von offenen Radionukliden.  
 
Radionuklide verschiedener Strahlenqualitäten unterscheiden sich hinsichtlich der 
Energiedichte (linearer Energietransfer, LET) der emittierten Strahlung. Auger-Elektronen 
haben aufgrund ihrer geringen Energie Reichweiten von wenigen Nanometern oder 
Mikrometern, bewirken aber aufgrund ihres im Vergleich zu Betastrahlern höherem LET 
erhöhte strahlenbiologische Effekte. Daher wird das therapeutische Potential von Auger-
Elektronen-Emittern in der Tumortherapie seit den 1970er Jahren bis in die Gegenwart 
diskutiert (Hofer und Hughes, 1971; Howell, 2008; Kassis, 2008; Feinendegen, 2012; 
Cornelissen, 2014). Aufgrund der geringen Reichweite von Auger-Elektronen ist deren 
strahlenbiologische Wirksamkeit stark von ihrer intrazellulären Aufnahme (Uptake) sowie der 
subzellulären Verteilung abhängig. Um radiotoxische Effekte erzielen zu können, ist daher eine 
Anreicherung der Auger-Elektronen-Emitter in strahlensensitiven Zellkompartimenten 
erforderlich. Bisher wurden die therapeutischen Effekte der Auger-Elektronen vorrangig mit 
den Radionukliden 123I, 125I und 111In untersucht, wobei die meisten Daten für 125I vorliegen 
(Kassis, 2004; Pouget et al., 2008).  
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[99mTc]Tc-markierte Radiopharmaka werden aufgrund der günstigen strahlenphysikalischen 
Eigenschaften von 99mTc und dessen ständiger Verfügbarkeit als Generatornuklid in der 
nuklearmedizinischen Diagnostik eingesetzt. Zusätzlich zur Gammaemission sendet 99mTc 
durchschnittlich 5 niederenergetische Auger- und interne Konversions-Elektronen pro 
Kernumwandlung aus. Aufgrund des hohen LET dieser Auger-Elektronen wird diskutiert, ob 
bestimmte 99mTc-Verbindungen eine erhöhte radiobiologische Toxizität aufweisen, die 
möglicherweise therapeutisch genutzt werden kann. In der Literatur überwiegen 
Einzelbeobachtungen zur Radiotoxizität von [99mTc]Tc-markierten Verbindungen gegenüber 
systematischen Studien (Narra et al., 1994; Kriehuber et al., 2004). An Kalbsthymus-DNA und 
Plasmid-DNA konnte eine Verstärkung der Radiotoxizität durch DNA-Bindung von 
[99mTc]Tc-markierten Verbindungen nachgewiesen werden (Hafliger et al., 2005; Kotzerke et 
al., 2014). Diese Effekte wurden ebenfalls an humanen Tumorzellen gezeigt (Santos-Cuevas 
et al., 2011). 
 
In dieser systematischen Modellstudie1 soll die Radiotoxizität verschiedener in der 
nuklearmedizinischen Diagnostik angewandter 99mTc-markierter Radiopharmaka an FRTL-5-
Zellen verglichen werden. In-vitro-Studien an Zellkulturen erlauben gezielte Untersuchungen 
zum Vergleich der Radiotoxizität bei extrazellulärer gegenüber intrazellulärer Lokalisation der 
Radiopharmaka. Die FRTL-5-Zelllinie ist eine Natrium-Iodid-Symporter (NIS)-positive 
Rattenschilddrüsenzelllinie. 99mTc-Pertechnetat wird aufgrund seiner Ladung und seines 
Ionenradius über den in der Zellmembran lokalisierten NIS intrazellulär aufgenommen. Die 
Modulation der Radionuklid-Aufnahme von [99mTc]-Pertechnetat ist einerseits durch die 
Blockierung des NIS mit Natriumperchlorat möglich (Wendisch et al., 2010), andererseits kann 
die Zellaufnahme durch Vorinkubation von Zinn-Pyrophosphat (Sn-PYP) gesteigert werden 
(Wunderlich et al., 2012). Um eine Adressierung von verschiedenen Zellkompartimenten zu 
erreichen, wurden zusätzlich die beiden [99mTc]Tc-Radiopharmaka [99mTc]Tc-Hexakis-2-
Methoxyisobutylisonitril ([99mTc]Tc-MIBI) und [99mTc]Tc-Hexamethyl-Propylenaminoxim 
([99mTc]Tc-HMPAO) eingesetzt.  
 
Weiterhin sollte die Adressierung der Zellmembran von EGFR-positiven und NIS-negativen 
A431-Zellen mit Hilfe eines 99mTc-markierten Cetuximab-Antikörpers ([99mTc]Alexa(488)-C225-
Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3) untersucht werden. Zum Vergleich der Radiotoxizität sollten 
[99mTc]Tc-HMPAO als zytoplasmatischer Marker und [99mTc]TcO4- für eine ausschließlich 
extrazelluläre Bestrahlung mit herangezogen werden. 
Die intrazelluläre Dosis ist von der akkumulierten Aktivität der [99mTc]Tc-Radiopharmaka sowie 
deren subzellulären Verteilung im Zellkompartiment abhängig. Für 99mTc ist eine Variation der 
                                               
1 Gefördert durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft DFG KO 1695 4/1 
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Dosis bei unterschiedlicher intrazellulärer Verteilung bis Faktor 50 beschrieben (Goddu et al., 
1997). Da die physikalische Dosis von Radionukliden in der Zelle nicht messtechnisch erfasst 
werden kann, muss die Dosis durch numerische Dosimetrie ermittelt und mit biologischen 
Daten validiert werden. Dafür sind Studien über die biologische Wirkung bei definierter 
Radiotracer-Lokalisation erforderlich (Faraggi et al., 1994). Für diese Untersuchung wurde mit 
verschiedenen [99mTc]Tc-Radiopharmaka eine Adressierung unterschiedlicher Zell-
kompartimente von FRTL-5- und A431-Zellen angestrebt. Zur Charakterisierung der radio-
toxischen Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka wurden das klonogene Zellüberleben sowie 
die Induktion und Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen (DNA-DSB) untersucht. Zusätzlich 
wurde an FRTL-5-Zellen mittels Durchflusszytometrie der Einfluss der [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka auf den Zellzyklus analysiert, da nicht reparierte Einzel- (ESB) oder Doppel-
strangbrüche (DSB) in der DNA zum Zellzyklusarrest oder zur Einleitung von Apoptose führen 
können.  
Einige Publikationen zeigten bereits, dass möglicherweise die DNA nicht als alleiniges 
strahlensensitives Target anzusehen ist, sondern dass auch die gezielte Bestrahlung anderer 
Zellstrukturen wie zum Beispiel der Zellmembran und der Mitochondrien zum Zelltod führen 
kann (Yasui und Hofer, 1986; Santoro et al., 2009; Paillas et al., 2013; Piron et al., 2014). Dies 
wurde bei der Interpretation der gewonnenen Ergebnisse zur strahlenbiologischen Wirkung in 
Bezug auf die intrazelluläre Verteilung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka berücksichtigt. 
 
1.2 Theoretischer Hintergrund 
1.2.1 Strahlenbiologische Wirkung ionisierender Strahlung  
Die Untersuchung der Wirkung von ionisierender Strahlung auf biologische Systeme ist 
Hauptgegenstand von Forschungen in der Strahlenbiologie. Die biologische Strahlenwirkung 
resultiert aus der Übertragung von Energie auf die lebende Zelle, wobei jedoch nur der 
absorbierte Anteil von Bedeutung ist (Grotthus-Draper-Gesetz). Dabei hängt das Ausmaß der 
Zellschädigung von verschiedenen biologischen und strahlenphysikalischen Faktoren ab. Dazu 
gehören die Strahlenempfindlichkeit sowie die Reparaturfähigkeit des untersuchten 
biologischen Systems. Bei der Schadensinitiierung spielen die absorbierte Dosis, die 
Expositionsdauer und die strahlenphysikalischen Eigenschaften des Radionuklids, wie zum 
Beispiel die Halbwertszeit, die Strahlungsart, die Strahlungsenergie sowie die Höhe des 
linearen Energietransfers eine Rolle (Menon et al., 2016).  
 
Als strahlensensitives Target der Zelle wurde der Zellkern mit der enthaltenen 
Desoryribonukleinsäure (DNA) als Träger der Erbinformation identifiziert (Munro, 1970).  
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Die Schädigung der DNA durch ionisierende Strahlung erfolgt sowohl über direkte als auch 
über indirekte Wechselwirkungen mit der DNA (Kassis, 2008). Direkte Strahlenschäden 
entstehen durch die Ionisierung oder Anregung von Atomen und Molekülen der DNA, z.B. von 
Basen oder von Zuckermolekülen, wodurch kovalente Bindungen aufgebrochen werden und 
zum DNA-Schaden führen können. Indirekte Strahlenschäden entstehen durch die Absorption 
der Strahlungsenergie im wässrigen Anteil der Zelle. Durch die Radiolyse des Wassers 
entstehen hochreaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS), welche über 
eine Radikalkettenreaktion mit der DNA wechselwirken und somit sekundäre DNA-
Schäden verursachen können (Ward, 1988; Riley, 1994). Die Wahrscheinlichkeit direkter 
Strahlenschäden steigt mit der Ionisationsdichte der Strahlung. Locker ionisierende 
Strahlung mit einem geringen LET (z.B. X-Ray, γ-Strahlung) haben meist indirekte 
Schäden zur Folge, während α-Partikelstrahlung oder Auger-Elektronen mit einem hohen 
LET eine höhere Wahrscheinlichkeit für eine direkte Strahlenwirkung besitzen (Nikjoo et 
al., 1998). 
 
 
Abb. 1:  Übersicht der Entstehung von ESB und DSB durch ionisierende Strahlung mit vari-
ierendem LET, farbige Sterne stehen für Basen- bzw. Zuckerschäden (Lomax et al., 
2013) 
 
Ionisierende Strahlung kann verschiedene Arten von DNA-Läsionen hervorrufen, die 
unterschiedliche Wirkungen auf das weitere Überleben der Zelle haben (Olive, 1998). Die 
häufigsten DNA-Schäden sind Basenschäden (2000-3000 /Zelle & Gy X-Ray), gefolgt von 
DNA-Einzelstrangbrüchen (ESB, ca. 1000 /Zelle & Gy X-Ray), Schäden am Zucker-
Phosphat-Rückgrat, DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen (200-300 /Zelle & Gy 
X-Ray). Die seltenste, aber auch die schwerwiegendste DNA-Schadensart ist der DNA-
Doppelstrangbruch (DSB, 30-40 /Zelle & Gy X-Ray) (Dikomey, 2010).  
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Ein DNA-DSB entsteht durch ESB-Läsionen beider Einzelstränge mit einem maximalen 
Abstand von 10 Basenpaaren (bp). Aufgrund der verstärkten Energieabsorption nimmt mit 
steigendem LET die Anzahl der DNA-ESB ab und die Anzahl der DNA-DSB zu (Dikomey, 
2010). Ebenso erhöht sich mit steigender Ionisationsdichte die Wahrscheinlichkeit der Bildung 
komplexer DNA-Schäden (Prise et al., 2001), d.h. die Häufung von DNA-Läsionen in einem 
Bereich von bis zu 20 bp (Cluster).  
1.2.2 Zelluläre Schadensantwort  
Zur Wiederherstellung der genomischen Integrität reagieren Zellen, deren DNA durch 
ionisierende Strahlung geschädigt ist, mit einer Signaltransduktionskaskade, welche zu einer 
zellulären Schadensantwort führt. Nach der Induktion eines DNA-DSB erfolgt die Erkennung, 
die Signalverstärkung sowie Weiterleitung an Effektoren, die eine Antwort in der Zelle 
auslösen. Mögliche Antworten der Zelle sind die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen, 
die Einleitung von Zellzyklusarrest oder die Initiierung der Apoptose (Khanna und Jackson, 
2001). 
Neben DNA-Schäden können jedoch auch Schäden an Lipiden und Proteinen durch ROS 
induziert werden und über die Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden zur Einleitung 
von Apoptose führen sowie eine Rolle bei der Zellzyklusregulation spielen (Teyssier et al., 
1999).  
Reparaturmechanismen von DNA-Schäden 
Alle DNA-Schäden mit Ausnahme der DNA-DSB werden effizient und weitgehend 
fehlerfrei durch Nukleotidexzisionsreparatur oder Basenexzisionsreparatur behoben, da für 
die Schadensbeseitigung stets ein intakter DNA-Strang als Template für die Neusynthese 
des fehlerhaften DNA-Strangs zur Verfügung steht. Bei der Basenexzisionsreparatur wird 
die fehlerhafte Stelle zur Herstellung geeigneter 3‘- und 5‘-Enden mit Endonukleasen 
ausgeschnitten, die fehlenden Nukleotide durch die DNA-Polymerase anhand des intakten 
komplementären DNA-Stranges synthetisiert und die DNA-Enden mittels Ligase verknüpft 
(Pouget und Mather, 2001). 
Die Reparatur von DNA-DSB ist dagegen durch den fehlenden Matritzenstrang erschwert 
und eine fehlerhafte Reparatur kann zum Zelltod oder zu Mutationen führen (Khanna und 
Jackson, 2001). Bereits ein einziger nicht korrekt reparierter DNA-DSB kann durch 
Inaktivierung eines Genprodukts zum Zelltod führen (Jackson, 2002). Deswegen werden 
DNA-DSB als relevante Schäden für das Überleben der Zelle angesehen.  
Hauptwege für die Reparatur von DNA-DSB in Eukaryoten stellen die homologe 
Rekombination (HR) sowie die nichthomologe Verknüpfung der Enden („non homologous end-
Einleitung 
 
6 
joining“, NHEJ) dar. Durch ionisierende Strahlung hervorgerufene DNA-DSB können über 
beide Hauptwege erfolgreich repariert werden (Rothkamm et al., 2003).  
Die präzise und weitgehend fehlerfrei ablaufende HR findet in der späten S- und in der G2-
Phase des Zellzykluses statt, da homologe Sequenzen der Schwesterchromatiden als 
Template für die Reparatur genutzt werden. Initiierend werden 3‘-Einzelstrang-Überhänge 
gebildet, die in den Doppelstrang des Schwesterchromatids einwandern. Anschließend erfolgt 
die Resynthese des geschädigten Stranges durch die DNA-Polymerase und die Verknüpfung 
der Enden erfolgt durch die Ligase (Hartlerode und Scully, 2009; Kass und Jasin, 2010). 
Das NHEJ ist der Hauptmechanismus für die DSB-Reparatur in Eukaryoten und verknüpft die 
freien DNA-Enden unabhängig von homologen Sequenzen. Dieser sehr schnell in allen 
Zellzyklusphasen ablaufende Prozess kann jedoch die Deletion von einigen Nukleotiden 
bewirken und somit zu DNA-Mutationen führen (Pardo et al., 2009; Kass und Jasin, 2010; 
Lieber, 2010). 
1.3 Zielstellung 
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka hinsichtlich 
ihres Uptakeverhaltens, der subzellulärer Verteilung und des Retentionsverhaltens in FRTL-5- 
und A431-Zellen, um die intrazelluläre Dosis ermitteln zu können. Die Radiotoxizität der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka wird dabei mittels Koloniebildungsassay (klonogenes Zellüberleben) 
und γH2AX-Immunfluoreszensassay (DNA-DSB Induktion und Reparatur) untersucht und zur 
Verifizierung der kalkulierten Dosis herangezogen. Diese systematischen Untersuchungen mit 
verschiedenen [99mTc]Tc-Radiopharmaka an FRTL-5- und A431-Zellen dienen auch als 
Diskussionsgrundlage für die potentielle Möglichkeit der Identifizierung extranukleärer 
strahlensensitiver Targets.  
 
Folgende Fragen sollten im Mittelpunkt der Betrachtungen stehen: 
- Gibt es Unterschiede bei der intrazellulären Aufnahme und der Retention der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka? 
- Welche subzellulären Verteilungen zeigen die verschiedenen intrazellulär 
aufgenommenen [99mTc]Tc-Radiotracer? 
- Wie wirken die verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf das klonogene 
Zellüberleben? 
- Unterschieden sich die untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka bei der Induktion und 
Reparatur von DNA-DSB? 
- Wie wirken die verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf den Zellzyklus? 
- Gibt es Hinweise auf mögliche strahlensensitive extranukleäre Targets? 
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2.2 Zelllinien und Kulturbedingungen 
FRTL-5-Zellen 
Die FRTL-5-Zelllinie „Fisher rat thyroid follicular cell line no. 5“ ist eine stabile Zelllinie, welche 
aus Rattenschilddrüsen-Epithelzellen isoliert wurde. Die FRTL-5-Zellen exprimieren den 
Natrium-Iodid-Symporter (Bidey et al., 1984). Der NIS befähigt die FRTL-5-Zellen zur 
intrazellulären Aufnahme von Iodid und anderen einwertigen Anionen mit Iodid-ähnlichen 
Ionenradien. Neben Iodid sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Anionen 
99mTc-Pertechnetat (99mTcO4-) und Perchlorat (ClO4-) Substrate für den membranständigen 
Transporter (Van Sande et al., 2003).  
A431-Zellen 
Die Tumorzelllinie A431 wurde aus einem Plattenepithelkarzinom der Vulva einer 85-jährigen 
Frau isoliert und zeigt eine extrem hohe Überexpression des epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptors (EGFR) auf ihrer Zellmembran (Kawamoto et al., 1983). 
2.3 Zellkulturbedingungen 
Zellkultivierung und Zellpassage 
FRTL-5-Zellen wachsen adhärent als Monolayer und wurden in Ham’s F12 Medium mit 5 % 
fötalem Kälberserum (FKS) und einem Cocktail aus 5 Hormonen in T175cm2-Zellkulturflaschen 
kultiviert. Die ebenfalls adhärent wachsenden A431-Zellen wurden in Dulbecco’s-modifiziertem 
Eagle Medium (DMEM), das 10 % FKS, 1 % nicht essentielle Aminosäuren und 1 mM Hepes-
Puffer enthielt kultiviert. Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C in einer mit Wasserdampf 
gesättigten, 5 % CO2-haltigen Atmosphäre gehalten. Unter diesen Bedingungen betrug die 
Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase 30 bis 40 h für die FRTL-5-Zellen 
(Ambesi-Impiombato et al., 1980) und ca. 24 h für die A431-Zellen. 
 
In der exponentiellen Wachstumsphase befindliche Zellen wurden zweimal wöchentlich 
gesplittet. Dazu wurden die Zellen zweimal mit 10 ml warmem PBS gewaschen und mit 4 ml 
Accutase (FRTL-5-Zellen) bzw. mit 4 ml Trypsin/EDTA (A431-Zellen) bei 37 °C (10 min) 
abgelöst. Zum Inaktivieren der Accutase bzw. des Trypsin/EDTA wurden die Zellen in 11 ml 
Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellen bei 200 g für 5 min abzentrifugiert. Das 
erhaltene Zellpellet wurde in 20 ml Kulturmedium aufgenommen und auf neue 
Zellkulturflaschen (ZKF) oder für Versuche auf 6-Well-Mikrotiterplatten (MTP) verteilt. Zur 
Ermittlung der Zellzahl wurde das Casy® System angewendet. Um Ausdifferenzierung zu 
vermeiden wurde die Kultivierung nach dem Auftauen der Zellen auf maximal 10 Passagen 
begrenzt.  
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Kryokonservierung und Auftauen von FRTL-5- und A431-Zellen 
Um über die gesamte Dauer der praktischen Arbeiten auf einen Pool gleichartiger Zellen mit 
ähnlichen Passagen zurückgreifen zu können, war es nötig, zu Beginn der Arbeit Zellen in 
möglichst niedrigen Passagen zu vermehren und einzufrieren. Dazu wurden FRTL-5- und 
A431-Zellen in ausreichender Menge kultiviert. Anschließend wurden die Zellen wie bereits 
beschrieben vom Boden der ZKF gelöst, die Zellzahl mittels des CASY® Zellzählgeräts 
bestimmt und die Zellsuspension bei 200 g für 5 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet 
wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO)-haltigem Kryomedium aufgenommen. Beim Einfrierprozess 
verhindert DMSO die zellschädigende Kristallbildung. Für die Kryokonservierung der Zellen 
wurde eine Zelldichte von ~10 x 106 Zellen (FRTL-5) bzw. ~3 x 106 Zellen (A431) pro ml 
Kryomedium eingestellt. Je 1 ml der gut durchmischten Zellsuspension wurde in die 
Kryoröhrchen gegeben. Diese wurden sofort in den mit Isopropanol gefüllten und bei -20 °C 
vorgekühlten Gefriercontainer (Nalgene-Box) gestellt und über 24 h langsam auf -80 °C 
abgekühlt. Die Lagerung der kryokonservierten Zellen erfolgte im flüssigen Stickstoff 
bei -196 °C.  
Das Auftauen der Zellen erfolgte durch rasches Erwärmen des Kryoröhrchens im Wasserbad 
bei 37 °C. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen mit 14 ml frischem 
Zellkulturmedium gegeben. Zur Entfernung des DMSO wurden die Zellen für 5 min bei 4 °C mit 
200 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 15 ml frischem Kulturmedium aufgenommen und 
zur weiteren Kultivierung in eine T75cm2 Zellkulturflasche überführt. 
Zellzählung mittels CASY® Cell Counter 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels CASY® Cell Counter + Analyser System Model TT 
(Schärfe System, Reutlingen, Deutschland). Das Prinzip des Zellzählgeräts beruht auf dem 
Stromausschlussverfahren, durch welches die Membranintegrität der Zelle durch 
Widerstandsmessung erfasst wird. Die Zellen werden im CASY® durch eine unter Spannung 
stehende Messkapillare gesaugt. Es kommt zur Änderung des Widerstandes und ein 
elektrischer Impuls wird ausgelöst, wobei die Anzahl der Impulse der Zellzahl entspricht. 
Aufgrund der nicht-leitenden Eigenschaften von Zellen ist die Widerstandserhöhung 
proportional zum Zellvolumen. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran sind elektrische 
Isolatoren und generieren einen vom Volumen der Zelle abhängigen Widerstand. Tote Zellen 
mit permeabilisierter Zellmembran hingegen werden leitfähig und nur durch den Widerstand 
erfasst, der durch das Zellmatrixvolumen hervorgerufen wird. Die Impulsauswertung erfolgt 
mittels Pulsflächenanalyse. 
Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie bereits beschrieben abgelöst und für 
die Messung 1:100 in 10 ml steril filtriertem CASY®-Ton verdünnt. Anschließend erfolgte die 
dreimalige Messung von je 400 μl der Probe. 
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Vorbereitung der Zellkulturen für die Bestrahlung 
Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden 250.000 FRTL-5- bzw. A431-Zellen in 2 ml 
Kulturmedium auf 6-Well-MTP verteilt und der Versuchsansatz im Inkubator bei 5 % CO2, 
37 °C kultiviert. Vor der Inkubation der 99mTc-Radiopharmaka wurde stets ein Mediumwechsel 
durchgeführt.  
2.4 Bestrahlungsmodalitäten 
Die Inkubation der FRTL-5- und A431-Zellen mit den zu untersuchenden 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka erfolgte in 6-Well-MTP jeweils in einem Volumen von 2 ml 
Zellkulturmedium. Die externe Bestrahlung mittels Röntgenstrahlung diente als 
Referenzstrahlung.  
2.4.1 Bestrahlung mit 99mTechnetium 
99mTechnetium ist ein metastabiles Isomer des 99Tc und hat eine Halbwertszeit von 6 h. Der 
Übergang in den Grundzustand 99Tc erfolgt zu 89 % durch innere Konversion unter Emission 
von Gammaquanten mit einer Energie von 140,5 KeV. 99mTc dient aufgrund seiner günstigen 
strahlenphysikalischen Eigenschaften in der Nuklearmedizin als Standardnuklid für die 
szintigraphische Funktionsdiagnostik. Die wichtigsten Eigenschaften hierfür sind vor allem die 
kurze Halbwertszeit, die relativ schwache monoenergetische γ-Strahlung sowie die fehlende 
β-Komponente. 
Tab. 1: Überblick der relevantesten Emissionen von 99mTc (Howell, 1992) 
Nomenklatur mittlere Energie (keV) Ausbeute/ Zerfall (%) Reichweite (µm) 
Gamma2 140,5 88,9  
IC 1 M,N 1,82 99,1 0,165 
IC 2 K 119 8,43 193 
Auger KLL 15,3 1,26 5,57 
Auger LMM 2,05 8,68 0,199 
CK MMX 0,116 74,7 0,006 
Auger MXY 0,226 110 0,011 
CK NNX 0,033 198 0,002 
 
Zusätzlich zur monoenergetische Gammastrahlung emittiert 99mTechnetium pro Zerfall 
durchschnittlich 1,1 Konversions-Elektronen und 4 Auger- oder Coster-Kroning-Elektronen 
(zusammengefasst fortan als Auger-Elektronen bezeichnet) mit Energien zwischen 33,4 eV 
und 140,5 keV, wobei die IC 2 K Konversions-Elektronen höhere Energien und damit größere 
Reichweiten als die übrigen Auger-Elektronen aufweisen.  
Material und Methoden 
 
11 
In Tab. 1 sind die relevanten Emissionen von 99mTc dargestellt. 4,8 dieser Elektronen besitzen 
kinetische Energien unter 2 keV und sind bei einer Reichweite von unter 200 nm von einem 
mittleren LET gekennzeichnet, der größer als 10 KeV/µm ist (Howell, 1992).  
 
Gewonnen wurde 99mTc in der Klinik und Poliklinik für Nuklearmedizin am Universitätsklinikum 
Dresden durch Elution eines 99Molybdän-/99mTechnetium-Generators. Auf einer Al2O3-Säule ist 
99Mo absorbiert, welches sich mit einer Halbwertszeit von 66 h in 99mTc umwandelt. Durch 
Elution des Generators mit 0,9 %iger NaCl-Lösung wird das 99mTc als [99mTc]-Pertechnetat 
([99mTc]TcO4-) von der Trägersäule gelöst. Das in dieser Arbeit verwendete [99mTc]TcO4- hatte 
eine spezifische Aktivität von ca. 1,95*1011 MBq/g 99mTc. 
2.4.2 Verwendete [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
[99mTc]-Pertechnetat ([99mTc]TcO4-) 
Neben günstigen Radionuklideigenschaften weist [99mTc]TcO4- gute chemische Eigenschaften 
auf, woraus ein breites Spektrum in der nuklearmedizinischen Diagnostik verwendeter 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka (Banerjee et al., 2001; Arano, 2002), wie die in dieser Arbeit 
eingesetzten Tracer [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]Tc-HMPAO, resultiert. [99mTc]TcO4- wird über 
den Natrium-Iodid-Symporter in NIS-positive Zellen aufgenommen und wird deswegen vor 
allen für Untersuchungen der Schilddrüse mittels Szintigraphie eingesetzt (Ramos et al., 2002). 
[99mTc]Tc-Hexakis-2-Methoxyisobutylisonitril ([99mTc]Tc-MIBI) 
Der verwendete CardioTop 1 mg Kit (Rotop, Dresden, Deutschland) enthält 1 mg des 
Wirkstoffes Tetrakis(2-methoxy-2-methylpropanisocyanid)-Kupfer(I)-tetrafluoroborat. Weitere 
Bestandteile des Kits sind 0,075 mg SnCl2*2 H2O, 1 mg Cysteinhydrochlorid-H2O, 2,6 mg 
Natriumcitrat*2 H2O und 20 mg Mannitol. Nach der Rekonstitution des Kits mit [99mTc]TcO4- 
entsteht [99mTc]Tc-Sestamibi (abgekürzt [99mTc]Tc-MIBI). [99mTc]Tc-MIBI ist ein aus einer 
positiven Zentralladung und 6 symmetrisch angeordneten lipophilen Liganden bestehender 
kationischer Komplex, der durch passiven Transport (Diffusion) die Zellmembran überwindet 
und sich vorwiegend in den Mitochondrien anreichert (Carvalho et al., 1992).  
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Abb. 4:  (A) 2-methoxy-2-methylpropanisocyanid, (B) Hexakis(2-methoxy-2-methylpropan-
isocyanid) in komplexierter Form mit 99mTc als Zentralatom 
 
Das CardioTop-Kit wurde analog zu den Instruktionen des Herstellers mit 3 ml eines 
[99mTc]TcO4--Eluats mit einer Aktivitätskonzentration von 2,3 GBq/ml angesetzt. Nach Lösen 
des gefriergetrockneten Wirkstoffes wurde die Kitflasche für 15 min in einen auf 95 °C 
vorgeheizten Heizblock gestellt. Die mittels Dünnschichtchromatographie bestimmte 
radiochemische Reinheit war stets größer als 95 %. Die erreichte spezifische Aktivität betrug 
stets ca. 7 GBq/mg Tetrakis(2-methoxy-2-methylpropanisocyanid)-Kupfer(I)-tetrafluoroborat.  
Genutzt wird [99mTc]Tc-MIBI in der Nuklearmedizin als SPECT-Tracer für Herzszintigraphien 
zur Diagnose und Lokalisierung von koronaren Herzkrankheiten und des Myokardinfarktes 
(Berman et al., 1991). Weiterhin werden Szintigraphien zur Lokalisierung von hyper-
parathyreoiden Nebenschilddrüsengewebe durchgeführt.  
 
[99mTc]Tc-Hexamethyl-Propylenaminoxim ([99mTc]Tc-HMPAO) 
[99mTc]Tc-HMPAO wurde als kommerziell erhältliches Kit (stabilisiertes CeretecTM) von GE 
Healthcare (Chalfont St Giles, UK) bezogen. Das HMPAO-Kit enthielt 0,5 mg Exametazim 
(Hexamethyl-Propylenaminoxim, HMPAO), 7,6 μg SnCl2*2 H2O und 4,5 mg NaCl. Angesetzt 
wurde das [99mTc]Tc-HMAPO-Kit mit 5 ml eines [99mTc]TcO4--Eluats mit einer 
Aktivitätskonzentration von 0,4 GBq/ml. Nach ca. 2 min Reaktionszeit wurden 2 ml Kobalt-
Stabilisator-Lösung zugegeben und anschließend wurde durch Dünnschichtchromatographie 
die radiochemische Reinheit überprüft. Es wurde stets eine spezifische Aktivität von ca. 
4,4 GBq/mg Exametazim mit radiochemischen Ausbeuten von mindestens 95 % erreicht.  
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Bei [99mTc]Tc-HMPAO handelt es sich um einen lipophilen und elektrisch neutralen 
Molekülkomplex. Ebenso wie [99mTc]Tc-MIBI wird [99mTc]Tc-HMPAO passiv durch Diffusion 
über die Zellmembran transportiert (Nowotnik et al., 1985).  
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Abb. 5:  (A) Exametazim (Hexamethylpropylenaminoxim, HMPAO), (B) Exametazim in 
komplexierter Form mit 99mTc als Zentralatom 
 
In der nuklearmedizinischen Diagnostik wird [99mTc]Tc-HMPAO für Untersuchungen der 
regionalen Hirnperfusion zur Erkennung von zerebrovaskulärer Erkrankungen, zur 
prächirurgischen Lokalisation epileptogener Foci, zur Verlaufsbeurteilung bei Demenz und zur 
Evaluation von Schädelhirntrauma eingesetzt. Weniger häufig werden [99mTc]Tc-HMPAO-
markierte autologe Leukozyten zur Fokussuche bei Entzündungsprozessen angewendet 
(Leonard et al., 1986).  
2.4.3 Modulation der intrazellulären Aufnahme von [99mTc]-Pertechnetat in NIS-
positiven FRTL-5-Zellen 
Blockade der [99mTc]TcO4- Zellaufnahme durch Natriumperchlorat 
Zur Hemmung der intrazellulären Aufnahme von [99mTc]TcO4- in NIS-positive Zellen wurde 
Natriumperchlorat (NaClO4) eingesetzt. Perchlorat besitzt eine hohe Affinität zum Natrium-
Iodid-Symporter und wirkt als kompetitiver Hemmstoff (Van Sande et al., 2003). In der 
Nuklearmedizin wird die radioprotektive und thyreostatische Wirkung von Perchlorat zum 
Schutz der Schilddrüse bei Untersuchungen mit Radioiod-markierten Pharmaka eingesetzt 
(Hanscheid et al., 2011). In vitro kann durch die kompetitive Hemmung der intrazellulären 
Radionuklidaufnahme von [99mTc]TcO4- eine strikt extrazelluläre Bestrahlung durch 99mTc 
erreicht werden.  
Für alle Experimente wurden den FRTL-5-Zellen mindestens 15 min vor Zugabe der 
[99mTc]Tc-Radiotracer 50 µl einer 16 mM NaClO4-Stammlösung zugegeben. In 2 ml 
Kulturmedium betrug die verwendete Endkonzentration stets 0,4 mM. Bei dieser Konzentration 
konnte die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]TcO4- vollständig gehemmt werden und zeigte 
im Koloniebildungsassay keine zytotoxische Wirkung.  
A B 
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Steigerung der [99mTc]TcO4- Zellaufnahme durch Zinn-Pyrophosphat (Sn-PYP) 
Das verwendete Zinn-Pyrophosphat-Kit (TechneScan PYP, Mallinckrodt Medical BV, Petten, 
Niederlande) enthält 20 mg Natriumpyrophosphat*10 H2O (Natriumdiphosphat) und 4 mg 
Zinn(II)Chlorid*2 H2O. In der Nuklearmedizin wird Sn-PYP vor allem zur in vivo Markierung von 
Erythrozyten zur Blutungsquellensuche verwendet (Pavel et al., 1977; Popescu et al., 1984). 
Sn2+ bewirkt eine Reduzierung des aufgenommenen [99mTc]TcO4-, welches vorwiegend 
irreversibel an Hämoglobin und andere intrazelluläre Komponenten gebunden wird (Eckelman 
et al., 1971; Uchida und Vincent, 1976; Doly et al., 1982; Billinghurst und Waddell, 1983; 
Srivastava und Chervu, 1984).  
Zur in vitro Markierung von FRTL-5-Zellen mit [99mTc]TcO4- wurde das Sn-PYP-Kit mit 3 ml 
isotonischer Kochsalzlösung aufgelöst. Pro Well wurden 5 µl der Sn-PYP-Lösung zugegeben, 
in 2 ml Kulturmedium betrug die Endkonzentration im Well 14,8 μM SnCl2*2 H2O. Die Zellen 
wurden für 15 min bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank mit Sn-PYP vorinkubiert. 
Anschließend wurde das Sn-PYP haltige Kulturmedium abgenommen, die Zellen einmal mit 
PBS gewaschen und frisches Kulturmedium zugegeben. Danach erfolgte die Inkubation von 
[99mTc]TcO4-, welches durch den NIS in die Zellen aufgenommen wird und sich nach Reduktion 
an intrazelluläre Komponenten bindet.  
2.4.4 [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 als trifunktionale Verbindung 
Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR, epidermal growth factor receptor) ist ein 
typischer Vertreter der membrangängigen Rezeptortyrosinkinasen und wird in Plattenepithel-
karzinomen (SCC) überexprimiert. Tumore mit einer erhöhten Expression des EGFR sind 
durch eine verstärkte Strahlenresistenz (Grandis und Tweardy, 1993; Milas et al., 2004) und 
einen besonders aggressiven Phänotyp gekennzeichnet und resultieren in einer schlechten 
Prognose für das Überleben der Patienten (Ang et al., 2004). Es wurde beschrieben, dass die 
vom EGFR ausgelöste Signalkaskade durch ionisierende Strahlung aktiviert wird und das 
Tumorüberleben sowohl durch eine verbesserte DNA-Reparatur als auch durch Inhibierung 
der Apoptose positiv beeinflusst wird (Huang und Harari, 2000; Baumann und Krause, 2004; 
Rodemann et al., 2007). Durch die Behandlung von SCC mit dem Antikörper Cetuximab (kurz 
C225, Markenname Erbitux®) kann der EGFR blockiert, die Signalweiterleitung unterdrückt und 
dadurch die Proliferation gehemmt werden (Li et al., 2005). Cetuximab ist ein gegen den 
humanen EGFR gerichteter chimärer Antikörper, bei dem nicht Antigen erkennende Bereiche 
humanisiert wurden (Fan et al., 1993; Goldstein et al., 1995). C225 bindet an die extrazelluläre 
Domäne des EGFR und führte bei in vitro und in vivo Untersuchungen zu einer 
Radiosensitivierung (Eke et al., 2013). Da der EGFR auf den Zellen von verschiedenen 
Tumorentitäten überexprimiert wird, stellen der EGFR und seine Liganden vielversprechende 
Targets für Tumortherapien dar.  
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Die Inhibierung der EGFR-Aktivität durch C225, oft in Kombination mit externer Bestrahlung, 
konnte bereits in die standardmäßige klinische Anwendung übernommen werden, z.B. bei 
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (Bonner et al., 2006; Bonner et al., 2010). 
Darüber hinaus können C225 und andere Liganden des EGFR als Träger für offene 
Radionuklide dienen. Von der gerichteten EGFR vermittelten internen Bestrahlung können 
besonders aggressive und stark metastasierende Tumore profitieren.  
In der vorliegenden Arbeit wurde der anti-EGFR Antikörper Cetuximab mit 99mTechnetium 
markiert und mit dem Fluoreszein-Derivat Alexa488 gekoppelt. Die erhaltene trifunktionale 
Verbindung [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 wurde zur Adressierung der 
Zellmembran eingesetzt. Die Kopplung des Alexa(488)-Fluoreszein-Derivates an den 
Cetuximab-Antikörper und die Synthese des Linkers für die Markierung mit 99mTc wurde durch 
Kooperationspartner des Instituts für Radiopharmazie am Helmholtz-Zentrum Dresden-
Rossendorf durchgeführt. 
Markierung von [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 
Als Vorstufe für die [99mTc]Tc-Markierung des Cetuximab-Antikörpers diente der 
[99mTc]Tc-Tricarbonylkomplex, durch den 99mTc über 3 Carboxylgruppen komplexiert wird. Das 
Tricarbonyl 3-Komponentenkit enthält 4 mg Natriumboranocarbonat, 4 mg Natriumtatrat-
Dihydrat und 7 mg Natriumtetraborat-Decahydrat, das als Reduktionsmittel für die Reduktion 
von 99mTc(VII) dient. Unter sterilen Bedingungen wurden dem Kit 2 GBq [99mTc]TcO4- in ca. 
1 ml 0,9 %iger isotonischer Kochsalzlösung zugegeben und der Kitansatz für 30 min bei 95 °C 
unter Schütteln bei 300 rpm erhitzt. Nach dem Abkühlen des Kits erfolgte die Zugabe von 
150 µl Neutralisationspuffer (1 M HCl/PBS (2:1)) zur Verringerung des pH-Wertes auf ca. 
6,5 - 7,5. Zur [99mTc]Tc-Markierung des Dpa-hexyl-azid Linker-Systems wurden 100 µg des 
Dpa-hexylazids (Stammlösung 1 mg/ml in DMSO) mit dem hergestellten [99mTc(H2O)3(CO)3]+ 
vereinigt und für 45 min unter Schütteln bei 300 rpm auf 95 °C erhitzt. Zur Aufreinigung des 
[99mTc]Tc-markierten Linkers wurden Sep-Pak®Plus C18-Kartuschen (Waters Corporation, 
USA) verwendet. Diese wurden mit 2 ml absolutem Ethanol und 2 ml zweifach gefiltertem 
Wasser konditioniert. Anschließend wurde der radiomarkierte Linker auf die Kartusche 
gegeben, dabei wurde er auf der Kartusche zurückgehalten und das Lösungsmittel abgetrennt. 
Zur Elution wurde die Kartusche 2-mal mit 1 ml Acetonitril/ 0,1 % Trifluoressigsäure gespült 
und der Eluent durch Eindampfen mit Argon entfernt. Der gereinigte Linker wurde in 1 ml 
0,01 M Phosphatpuffer aufgenommen. 
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Abb. 6:  Markierungsreaktion des Dpa-hexylazid-Linkers (mit freundlicher Genehmigung, 
modifiziert nach Dr. M. Schubert) 
Zur [99mTc]Tc-Markierung von 1 nM des Cetuximab-Antikörpers C225-Cyclo-Alexa488 wurden 
150 MBq des [99mTc]Tc-markierten Dpa-hexylazid-Linkers eingesetzt. Die Reaktion fand über 
30 min bei 40 °C statt. Die analytische Kontrolle erfolgte mittels Dünnschichtchromatographie 
mit ITLC-SG Kieselgelstreifen und Ammoniumacetat/Methanol als Laufmittel. 
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Abb. 7:  [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 (mit freundlicher Genehmigung von 
Dr. M. Schubert) 
 
 
Abb. 8:  Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellmembran von fixierten A431-Zellen 
nach Behandlung mit 15 nM Alexa(488)-C225-Cyclooctin über 1 h bei 37 °C, 
Kernfärbung mit DAPI (mit freundlicher Genehmigung von A. Naumann) 
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2.4.5 Bestrahlung mit der Röntgenröhre 
Für die externe Bestrahlung konnte die Röntgenröhre des Typs Xylon Y.TU 320-D03 mit einer 
Eigenfilterung von 3 mm Beryllium und 3 mm Aluminium des OncoRay (Zentrums für 
Innovationskompetenz für Medizinische Strahlenforschung in der Onkologie, Medizinische 
Fakultät, TU Dresden) genutzt werden. Verwendet wurde eine 0,5 mm Kupfer-Kollimatorplatte 
WBI. Betrieben mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV und einem Röhrenstrom von 
20 mA betrug die Dosisleistung der Röntgenröhre 1,32 Gy/min. Gemessen wurde die 
Dosisleistung am Universaldosimeter PTW-Unidos. 
2.4.6 Dosiskalkulation 
Bei der Dosisbestimmung wird die innerhalb eines Massenelements dm deponierte Energie dE 
quantifiziert, d.h. die im biologischen Material absorbierte Energie der ionisierenden 
Strahlung bestimmt. Definiert ist die Energiedosis als absorbierte Energie pro Masseeinheit. 
Die SI-Einheit der Energiedosis ist Gray mit 1 Gy = 1 J/kg. 
𝐷𝐷 = 𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑
 ( 1 ) 
Die Kalkulation der zellulären Dosis2 erfolgte durch Monte-Carlo-Simulation unter Verwendung 
des Geant4-Toolkits für die Simulation des Strahlentransports (Freudenberg et al., 2012; 
Freudenberg et al., 2014). Entsprechend des MIRD-Formalismus (Committee on Medical 
Internal Radiation Dose) wurde die mittlere Dosis in einem Zielvolumen kalkuliert unter Ver-
wendung der zeitintegrierten Aktivität in verschiedenen Quellvolumina und der spezifischen 
S-Werte. S-Werte beschreiben die absorbierte Dosis in einem Zielvolumen pro Aktivitätseinheit 
innerhalb eines Quellvolumens und sind nuklidspezifische Konversionsfaktoren, die jeweils für 
eine definierte Geometrie sowie deren stoffliche Zusammensetzung gelten (Bolch et al., 2009). 
Die verwendeten S-Werte wurden durch Monte-Carlo-Simulation für drei verschiedene 
Zielregionen generiert. Für die Kalkulation wurde eine Einzelzelle mit einem Zellradius von 
6 µm und einem Kernradius von 4 µm angenommen. Die verwendeten Wells hatten eine 
Fläche von 9,6 cm2 und waren mit 2 ml radioaktivem Kulturmedium gefüllt. Die Zelldosis 
berechnet sich nach ( 2 ) aus drei Dosisanteilen, DEC, DSelf und DCross. Die extrazelluläre Dosis 
DEC resultiert aus dem radioaktiven Überstand, die Selbst-Dosis DSelf aus der akkumulierten 
Aktivität innerhalb der Zielzelle und die Nachbarzell-Dosis DCross aus der Radioaktivität in den 
umgebenden Zellen.  
 
                                               
2 Durchgeführt mit freundlicher Unterstützung durch Dr. R. Freudenberg 
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Als rel. Retention wurde angegeben, wieviel der intrazellular aufgenommenen Aktivität nach 
dreimaligem Waschen mit 2 ml 37 °C warmem PBS noch in den Zellen verblieben war.  
2.8 Koloniebildungsassay zur Untersuchung des klonogenen Zellüberlebens 
Durch den Koloniebildungsassay wurde zur Untersuchung der Proliferationsfähigkeit von 
bestrahlten Zellen das klonogene Zellüberleben bestimmt. Zur Bestimmung der proliferativen 
Kapazität von bestrahlten Zellen gilt der Koloniebildungstest in der Strahlenbiologie als 
„Goldstandard“ (Munshi et al., 2005).  
Versuchsdurchführung 
Geeignete Aktivitätskonzentrationen für die verwendeten [99mTc]Tc-Radiotracer sowie 
geeignete Zellzahlen für die Aussaat zur Koloniebildung wurden in Vorversuchen ausgetestet. 
Da die verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka in dieser Untersuchung große Unterschiede in 
ihrer Wirkung auf das klonogene Überleben zeigten, wurden unterschiedliche Aktivitätskonzen-
trationsbereiche für die verschiedenen Radiopharmaka gewählt.  
Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden 250.000 FRTL-5- bzw. A431-Zellen pro Well 
ausplattiert. Anschließend erfolgte die Inkubation der untersuchten [99mTc]Tc-Radiotracer mit 
verschiedenen Aktivitätskonzentrationen über 24 h. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde 
der radioaktive Überstand abgenommen und die Zellen wurden dreimal mit 2 ml 37 °C 
warmem PBS für 2 min gewaschen, um die aufgenommene Aktivität möglichst vollständig aus 
den Zellen zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen abgelöst und für den 
Koloniebildungsassay in kleinen Zellzahlen zwischen 300 und 150000 Zellen pro T25 cm2-ZKF 
ausgesät. Die Zellzahlen wurden an die jeweilige zu erwartende schädigende Wirkung 
angepasst. Zur Koloniebildung wurden die ausplattierten Zellen für 7 Tage (A431) bzw. für 
14 Tage (FRTL-5) im Brutschrank kultiviert. Nach der Abnahme des Kulturmediums wurden 
die Zellen mit 3 ml PBS pro ZKF gewaschen, mit 2 ml 80 %igen Ethanol für 10 min fixiert und 
die Kolonien mit ca. 3 ml Kristallviolettlösung (2,3 %ig) für 30 min gefärbt.  
Versuchsauswertung 
Die Auswertung der angefärbten Kolonien erfolgte am Lichtmikroskop mit 25-facher 
Vergrößerung. Gezählt wurden Kolonien, die aus mehr als 50 Zellen bestanden. Aus der 
Anzahl der gezählten Kolonien und der verteilten Zellen konnte die Plattiereffizienz (PE) nach 
( 5 ) berechnet werden. Die Überlebensfraktion der einzelnen Dosispunkte wurde aus dem 
Quotienten der PE des Dosispunktes und der PE der unbehandelten Kontrolle nach ( 6 ) 
ermittelt. 
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2.9 γH2AX-Immunfluoreszenz-Assay zur Untersuchung der DNA-Doppelstrang-
bruch-Induktion und -Reparatur 
Zum indirekten Nachweis von DNA-DSB über die Detektion des phosphorylierten Histons 
H2AX wurde der γH2AX-Immunfluoreszenz-Assay angewendet. Dabei werden primäre 
Antikörper zur Erkennung des γH2AX genutzt, welche durch einen fluoreszierenden 
Zweitantikörper als nukleäre Foci fluoreszenzmikroskopisch erfasst werden können. Es wird 
postuliert, dass die Anzahl der Foci direkt mit der Anzahl der DNA-DSB korreliert (Rogakou et 
al., 1998; Rothkamm und Lobrich, 2003; Sedelnikova et al., 2003; Takahashi und Ohnishi, 
2005). 
Versuchsdurchführung 
Für den Nachweis der γH2AX-Foci wurden nach der 24 stündigen Inkubation der 
[99mTc]Tc-Tracer bei 37 °C zwei Zeitpunkte zur Auswertung ausgewählt. Für den ersten 
Untersuchungszeitpunkt wurden die Zellen direkt nach dem Bestrahlungsende aufgearbeitet. 
Die dabei detektierten Foci wurden in dieser Arbeit als initiale γH2AX-Foci bezeichnet. Für den 
zweiten Untersuchungszeitpunkt erfolgte die Aufarbeitung der Zellen 24 h nach dem 
Bestrahlungsende, wofür die Zellen nach dem Abwaschen der Radioaktivität mit frischem 
Kulturmedium versorgt und im Brutschrank für eine Reparaturzeit von 24 h inkubiert wurden. 
Die zum zweiten Untersuchungszeitpunkt detektierten Foci wurden in dieser Arbeit als 
residuale γH2AX-Foci bezeichnet.  
Zur Aufarbeitung für den γH2AX-Assay wurden die Zellen dreimal mit 2 ml 37 °C warmem PBS 
gewaschen und wie bereits beschrieben aus den Wells abgelöst. Nach dem Ablösen erfolgte 
die weitere Verarbeitung zur Verhinderung von Reparaturprozessen auf Eis. Das durch 
Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde initial in 1 ml Kulturmedium und residual in 1,5 ml 
Kulturmedium aufgenommen. Das Aufbringen der Zellen auf die Objektträger erfolgte mittels 
Zytospin, wozu 200 µl der Zellsuspension in die Funnels pipettiert und bei 500 g für 3 min 
zentrifugiert wurden. Unmittelbar nach dem Aufspinnen wurde der Zellspot mit einem 
hydrophoben Ring umrandet und zur Fixierung pro Spot 100 µl 4 %ige Formaldehydlösung für 
15 min inkubiert. Es folgten drei Waschschritte über 5 min mit PBS. Zur Permeabilisierung 
wurden die Zellen dreimal für 5 min in 0,1 % TritonX-100-Lösung inkubiert und die 
unspezifischen Bindungsstellen nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS mit 1 % 
BSA/PBS für 30 min abgesättigt. Der Primärantikörper anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) 
wurde 1:5000 in 1 % BSA/PBS verdünnt und 75 μl pro Zellspot über Nacht bei 4 °C inkubiert, 
gefolgt von drei Waschschritten in PBS. Zusätzlich zur 1:1000 Verdünnung des 
Sekundärantikörpers (AlexaFluor488 goat anti-mouse IgG) in 1 % BSA/PBS erfolgte zur 
Zellkernmarkierung die Zugabe von DAPI im Verhältnis von 1:100. Pro Zellauftragungsstelle 
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wurden 75 µl der Sekundärantikörper/DAPI-Lösung für 1 h im Dunklen inkubiert, gefolgt von 
drei Waschschritten. Anschließend wurden die Objektträger mit Fluorescence Mounting 
Medium eingedeckt und bis zur Auswertung lichtgeschützt aufbewahrt.  
Auswertung 
Die Auswertung der γH2AX-Foci erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 (Carl Zeiss) 
mit 1000-facher Vergrößerung bei einer Exzitationswellenlänge von 488 nm und einer 
Emissionswellenlänge von 519 nm. Zusätzlich wurden die Zellen durch einen für DAPI 
geeigneten Filtersatz (Anregung 360 nm – Emission 460 nm) zur Kontrolle der Kernintegrität 
und -form betrachtet. Die γH2AX-Foci wurden von mindestens 100 Zellkernen pro Dosispunkt 
und Untersuchungszeitpunkt ausgezählt. Dabei wurden Zellen mit fragmentierten Zellkernen 
sowie mitotische Zellen von der Auswertung ausgeschlossen (Runge et al., 2012). Die 
ermittelten Foci-Werte wurden durch Abzug der unbestrahlten Kontrollprobe normiert. 
Die Anzahl der initialen und residualen γH2AX-Foci wurde gegen die jeweils kalkulierte mittlere 
Zellkerndosis aufgetragen. Dazu wurden die den eingesetzten Aktivitätskonzentrationen der 
99mTc-Radiotracer entsprechenden mittleren absorbierten Zellkerndosen wie unter 2.4.6 
beschrieben kalkuliert. 
 
Die Berechnung des prozentualen Residualschadens (%) erfolgte aus den normierten 
Mittelwerten der Anzahl der initialen und residualen γH2AX-Foci aus drei unabhängigen 
Versuchen nach ( 7 ). Als Residualschaden wird der Anteil der initialen DNA-DSB, die nach 
einer Reparaturzeit von 24 h nicht repariert werden konnten, bezeichnet. 
 
𝑅𝑅𝑒𝑒𝐷𝐷𝐾𝐾𝑑𝑑𝑢𝑢𝐴𝐴𝑙𝑙𝐷𝐷𝑅𝑅ℎ𝐴𝐴𝑑𝑑𝑒𝑒𝐴𝐴 (%) = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ℎ𝑙𝑙 𝑣𝑣𝑒𝑒𝐷𝐷𝐾𝐾𝑑𝑑𝑢𝑢𝐴𝐴𝑙𝑙𝑒𝑒𝑣𝑣 𝐹𝐹𝐾𝐾𝑅𝑅𝐾𝐾
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ℎ𝑙𝑙 𝐾𝐾𝐴𝐴𝐾𝐾𝑡𝑡𝐾𝐾𝐴𝐴𝑙𝑙𝑒𝑒𝑣𝑣 𝐹𝐹𝐾𝐾𝑅𝑅𝐾𝐾 ∙ 100 % ( 7 ) 
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Grundprinzip der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Analyse von bestimmten physikalischen und 
molekularen Eigenschaften von Fluorochrom-markierten Zellen auf Einzelzellebene. Dabei 
passieren die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung wie an 
einer „Perlenkette“ einen Laserstrahl. Durch den monochromatischen Laserstrahl werden die 
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und Fluoreszenzphotonen werden beim 
Übergang der Elektronen in ihren Grundzustand emittiert. Die emittierten Photonen werden 
durch Photodetektoren registriert. Dabei werden elektrische Signale, die proportional zum 
ausgesendeten Fluoreszenzlichts sind, erzeugt und ausgewertet. Zusätzlich wird der 
monochromatische Laserstrahl durch Abtastung der Einzelzellen gebeugt und gestreut. Das 
Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ist proportional zum Zellvolumen und ein Maß für 
die Beugung des Lichts im flachen Winkel. Das um 90° gestreute Seitwärtsstreulicht (Sideward 
Scatter, SSC) korreliert mit der Granularität der Zelle.  
Der Zellzyklus 
Bei der Vermehrung der Zelle durch Zellteilung durchläuft die Zelle die vier Zellzyklusphasen 
G1, S, G2 und M (Norbury und Nurse, 1992). Zu Beginn des Zellzyklus (Abb. 17) in der G1-
Phase befindet sich die Zelle in Abhängigkeit von Nährstoffen in der Wachstumsphase und 
führt eine verstärkte Proteinsynthese durch. Anschließend wird in der S-Phase durch DNA-
Replikation der DNA-Gehalt der Zelle verdoppelt. In der G2-Phase erfolgen die Kontrolle der 
korrekten DNA-Replikation und die Vorbereitung der Zelle auf die abschließende Zellteilung. In 
der Mitose (M-Phase) kondensiert das Chromatin zu Chromosomen, die aus je zwei 
Chromatiden bestehen, welche die beiden Kopien des Erbgutes enthalten. Danach erfolgen 
der Abbau der Kernmembran und die Trennung der Chromatidenpaare, welche von zwei 
neuen Kernhüllen umschlossen werden. Abschließend folgt die Teilung der gesamten Zelle in 
zwei Tochterzellen und der Zellzyklus beginnt von vorn. Zellen können aber auch in 
Abhängigkeit von wachstumsstimulierenden oder antiproliferativen Signalen in der Ruhephase 
genannten G0-Phase verharren und damit den Zellzyklus zeitweise oder endgültig verlassen. 
Der Ablauf des Zellzyklus wird durch Checkpoints genannte Kontrollpunkte beim G1/S- und 
G2/M-Übergang kontrolliert. 
Durch die Quantifizierung des DNA-Gehalts der Zelle ist es möglich, die Zellzyklusphase in der 
sich eine Zelle befindet zu bestimmen. Diploide Zellen enthalten zu Beginn des Zellzyklus in 
der G0/G1-Phase die Hälfte der DNA im Vergleich zu den haploiden Zellen kurz vor der 
Zellteilung in der G2/M-Phase. 
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Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Anschließend wurden die Zellen bei 500 g/ 4 °C für 
5 min zentrifugiert und die Zellen zweimal in 5 ml kaltem PBS gewaschen. Nach 
abschließendem Zentrifugieren wurde das Zellpellet in eiskaltem 70 %igem Methanol 
resuspendiert und eine Zellzahl von 1 Mio./ml eingestellt. Zur Fixierung wurden die Zellen 
mindestens über Nacht bei 4 °C gelagert.  
Zur Vorbereitung der Messung am Durchflusszytometer wurden 2 Mio. Zellen in ein 
Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 1000 g/ 4 °C zentrifugiert, das gewonnene 
Zellpellet wurde zweimal in eiskaltem PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 
500 µl DNA-Färbelösung resuspendiert und für 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dabei 
erfolgte der Verdau der RNA durch RNase und die Anfärbung der DNA durch Propidiumiodid 
(PI). Bei der durchflusszytometrischen Messung wurden insgesamt 50.000 Zellen in einer 
Ereignisregion bei einer maximalen Ereignisrate von 300 pro Sekunde gemessen und die 
Propidiumiodid gefärbten Zellen im FL2 Kanal registriert.  
Auswertung 
Die Analyse der einzelnen Zellen erfolgte in drei Schritten durch Mehrfachgating. Im ersten Dot 
Plot wurde die Intensität des Vorwärtsstreulichts (FSC, Maß für die Zellgröße) im Verhältnis zur 
Intensität des Seitwärtsstreulichts (SSC, Maß für die Granularität) der untersuchten Zellen 
aufgetragen und durch Gating (P1) unspezifische Debris von der Analyse ausgeschlossen. Im 
zweiten Dot Plot wurde die Peakhöhe gegen die Peakfläche des Fluoreszenzsignals im FL2 
Kanal linear aufgetragen und Dubletten durch Gating (P2) ausgeschlossen. Die im Gate (P2 in 
P1) befindlichen Zellen wurden in einem DNA-Histogramm auf die Verteilung im Zellzyklus 
untersucht. Die Auswertung der Zellzyklusphasen erfolgte über die Software ModFit LTTM 
(Verity Software House, Topsham, USA).  
  
Abb. 18: Auswertung der Zellzyklusverteilung von FRTL-5-Zellen mittels ModFit 
repräsentative DNA-Histogramme von (A) unbestrahlter Kontrollprobe und (B) 50 Gy 
[99mTc]Tc-HMPAO, rot dargestellt ist die G1/G0-Phase, blau die S-Phase und gelb die 
G2/M-Phase  
A B 
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2.11 Statistik 
Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander jeweils in 
Dreifachbestimmung durchgeführt. Alle Ergebnisse der Uptakeuntersuchungen, Kompartment-
analyse, Koloniebildungsassay und Zellzyklusanalyse wurden als arithmetische Mittelwerte 
(MW, ?̅?𝑥) mit gemittelter Standardabweichung (SDgemittelt) der drei Versuche dargestellt. Im 
γH2AX-Immunfluoreszenz-Assay wurden pro Versuch und Dosispunkt mindestens 100 
Einzelzellen ausgewertet, dargestellt wurden die arithmetischen Mittelwerte mit dem Standard 
error of the mean (SEM). Berechnet wurde die gemittelte Standardabweichung nach ( 8 ) 
sowie der Standardfehler des arithmetischen Mittelwertes nach ( 9 ).  
 
𝑆𝑆𝐷𝐷𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑡𝑡𝑡𝑡𝑔𝑔𝑔𝑔𝑡𝑡 = �𝑆𝑆𝑆𝑆12(𝑛𝑛1−1)+𝑆𝑆𝑆𝑆22(𝑛𝑛2−1)…+𝑆𝑆𝑆𝑆𝑛𝑛2(𝑛𝑛𝑛𝑛−1)(𝑛𝑛1+𝑛𝑛2+⋯𝑛𝑛𝑛𝑛)−𝑛𝑛       mit     𝑆𝑆𝐷𝐷𝑛𝑛 = �∑ (𝑥𝑥𝑖𝑖−?̅?𝑥)2𝑛𝑛1 𝑛𝑛−1  ( 8 ) 
 
𝑆𝑆𝑑𝑑𝑆𝑆?̅?𝑥 = 𝑆𝑆𝐷𝐷
√𝐴𝐴
 = �∑ (𝑥𝑥𝑔𝑔 − ?̅?𝑥)2𝑛𝑛1
𝐴𝐴 (𝐴𝐴 − 1)  ( 9 ) 
Die statistische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics 
22.0. Zum Vergleich der einzelnen Datengruppen wurde im Allgemeinen die Varianzanalyse 
ANOVA mit der PostHoc-Analyse nach Bonferroni angewendet. Ein Unterschied zwischen 
zwei unabhängigen Stichproben war bei p ≤ 0,05 signifikant. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Charakterisierung der intrazellulären Zellaufnahme und der radiobiologischen 
Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
3.1.1 Untersuchungen zur Aufnahme, Lokalisation und Retention von [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka in FRTL-5-Zellen 
Wie im experimentellen Design im Abschnitt 2.1 vorgestellt, wurden im ersten Teil der 
vorliegenden Arbeit Untersuchungen der Radionuklidaufnahme, der intrazellulären Verteilung 
und der Retention der eingesetzten 99mTc-Radiopharmaka ([99mTc]TcO4-/ ClO4-, [99mTc]TcO4-, 
[99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-) durchgeführt. Die nachfolgend 
angegebenen prozentualen Uptakewerte bezeichnen jeweils den Uptake von 250.000 Zellen. 
3.1.1.1 Untersuchungen zur intrazellulären Radionuklidaufnahme von [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka in FRTL-5-Zellen 
Uptakekinetik verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
Die zeitabhängige Radionuklidaufnahme von [99mTc]TcO4-/ ClO4-, [99mTc]Tc-MIBI, 
[99mTc]Tc-HMPAO und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- wurde an FRTL-5-Zellen über 24 h verfolgt. Dazu 
wurden jeweils 100 kBq/ml und 5 MBq/ml der [99mTc]Tc-Radiopharmaka appliziert, wobei keine 
signifikanten Unterschiede zwischen beiden eingesetzten Aktivitätskonzentrationen im 
Aufnahmeverhalten ermittelt werden konnten.  
Abb. 19 zeigt, dass in Gegenwart von Perchlorat keine intrazelluläre Aufnahme von 
[99mTc]TcO4- auftrat, wogegen bei Inkubation von [99mTc]TcO4- ohne Perchlorat bereits nach 
5 min ein Uptake von 3,0 % der zugegebenen Aktivität verzeichnet wurde, welcher nach 24 h 
auf 5,8 % anstieg. [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]Tc-HMPAO zeigten andere Verläufe der 
intrazellulären Aufnahme und erreichten bei Inkubationszeiten von 2 h bis 8 h höhere 
Uptakewerte als [99mTc]TcO4-. Nach Inkubationszeiten von 4 h sowie 8 h zeigte 
[99mTc]Tc-HMPAO mit 5,9 % und 7,0 % die höchste intrazelluläre Aufnahme im Vergleich zu 
[99mTc]Tc-MIBI (4,4 %; 4,3 %) und [99mTc]TcO4- (2,4 %; 3,0 %). Signifikante Unterschiede 
zwischen [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-MIBI wurden nach 30 min und 4 h 
gefunden, nicht jedoch nach 24 h für [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-MIBI.  
In Abb. 20 ist die Uptakekinetik von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- im Vergleich zu den anderen 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka dargestellt. Durch die Vorinkubation von Sn-PYP wurde nach 4 h 
wie erwartet der höchste Uptake von 56,1 % erreicht, welcher über die folgenden 20 h auf 
29,3 % absank.  
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Abb. 19: Aufnahmekinetik von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen bei Zugabe von 
5 MBq/ml [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4-/ ClO4-, 
MW ± SD 
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Abb. 20: Aufnahmekinetik von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- im Vergleich zu [99mTc]TcO4-, 
[99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4-/ ClO4- in FRTL-5-Zellen bei 
Zugabe von 5 MBq/ml, MW ± SD  
Uptake nach 24-stündiger Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in Abhängigkeit der 
eingesetzten Aktivitätskonzentration 
Die aktivitätsabhängige intrazelluläre Aufnahme wurde nach 24-stündiger Inkubation von 
verschiedenen Aktivitätskonzentrationen der [99mTc]Tc-Radiopharmaka untersucht. In Tab 2 
sind beispielhaft die absoluten Uptakewerte der [99mTc]Tc-Tracer nach Inkubation von 
0,5 MBq/ml und 5 MBq/ml gezeigt, wobei weitere Daten im Anhang unter 8.3.1 in Tab. 14 zu 
finden sind. Signifikante Unterschiede konnten lediglich zwischen Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- im 
Vergleich zu den anderen [99mTc]Tc-Radiopharmaka nachgewiesen werden (p < 0,05).  
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Tab. 2: Uptake in Abhängigkeit der eingesetzten Aktivitätskonzentrationen nach 24-stündiger 
Inkubation der [99mTc]Tc-Tracer an FRTL-5-Zellen 
Aktivität/ml (MBq/ml) Uptake/ 250.000 Zellen ± SD (kBq) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
0,5  47,9 ± 1,3 47,3 ± 1,3 49,3 ± 2,0 385,5 ± 7,1 
5  561,6 ± 11,3 633,7 ± 27,9 621,5 ± 19,2 4134,7 ± 43,0 
 
Uptake verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka in Anwesenheit von Perchlorat 
Zur Klärung der Frage, ob die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI 
und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- in FRTL-5-Zellen unabhängig vom NIS abläuft, wurde der 
Radionukliduptake der [99mTc]Tc-Radiopharmaka unter NaClO4-Blockade untersucht. In 
Abb. 21 wird gezeigt, dass die Vorinkubation von Natriumperchlorat die intrazelluläre 
Aufnahme von [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-MIBI nicht signifikant beeinflusst. Dagegen 
konnte in Gegenwart von NaClO4 der Uptake von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- nach 4-stündiger 
Inkubation von 43,1 % auf ca. 3,4 % reduziert werden. 
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Abb. 21: Gesamtzelluptake in FRTL-5-Zellen nach 4 h Inkubation von 0,1 MBq/ml der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka mit und ohne Vorinkubation von Natriumperchlorat, 
MW ± SD 
3.1.1.2 Untersuchungen zur intrazellulären Lokalisation verschiedener 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka 
Um festzustellen, wieviel Aktivität der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in den verschiedenen 
Kompartimenten der Zelle aufgenommen wird, wurde der ProteoExtract®-Kit angewendet. In 
Tab. 3 werden die Uptakes in den einzelnen Zellkompartimenten bezogen auf den 
Gesamtuptake gezeigt. Jeder der vier untersuchten [99mTc]Tc-Tracer ([99mTc]TcO4-, 
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[99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI, Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-) konnte in allen vier der mittels 
ProteoExtract®-Kit untersuchten Fraktionen der Zelle nachgewiesen werden, wobei keine 
signifikanten Unterschiede in Abhängigkeit von der inkubierten Aktivitätskonzentration 
auftraten. Beim Vergleich von [99mTc]Tc-HMPAO mit [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4- wies 
[99mTc]Tc-HMPAO an allen untersuchten Zeitpunkten den höchsten Uptake in der 
Membran/Organellen-Fraktion und im Zellkern auf (p < 0,05). [99mTc]Tc-MIBI zeigte die 
geringste Anreicherung in der Membran/Organellen-Fraktion sowie nach 4 h und 24 h 
Inkubation im Zellkern (p < 0,05). Der Kernuptake von [99mTc]Tc-HMPAO war zweimal so hoch 
wie der von [99mTc]TcO4- und dreimal so hoch wie der von [99mTc]Tc-MIBI.  
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- zeigte im Vergleich mit [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4- stets höhere 
Uptakes in der Membran/Organellen-Fraktion und im Zellkern (p < 0,05). Im Vergleich zum 
[99mTc]Tc-HMPAO gab es lediglich im Zellkern nach 4 h Inkubation sowie in der 
Membran/Organellen-Fraktion nach 24 h signifikant höhere Uptake Werte (p < 0,05). 
Tab. 3: Ergebnisse des ProteoExtract®-Kits: Verteilung der Präparate (5 MBq/ml) in den 
verschiedenen Proteinfraktionen von FRTL-5-Zellen 
 (MW ± SD)/% 
 [99mTc]TcO4- 
[99mTc]Tc-
HMPAO [
99mTc]Tc-MIBI Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
Zytosol 
0,5 h 83,0 ± 6,7 65,7 ± 2,0 83,7 ± 6,3 67,0 ± 2,4 
4 h 78,5 ± 3,9 62,3 ± 2,5 81,9 ± 4,4 59,3 ± 1,4 
24 h 67,9 ± 1,9 66,0 ± 1,7 75,9 ± 2,4 61,0 ± 1,3 
Membran/ 
 Organellen 
0,5 h 14,9 ± 2,8 25,4 ± 1,4 10,9 ± 1,2 23,6 ± 1,1 
4 h 16,9 ± 1,6 28,5 ± 0,8 12,7 ± 1,5 27,0 ± 0,4 
24 h 22,4 ± 1,2 24,6 ± 1,0 16,0 ± 1,5 27,3 ± 1,1 
Nucleus 
0,5 h 1,7 ± 0,3 5,7 ± 0,3 2,8 ±0,7 5,5 ± 1,0 
4 h 3,6 ± 0,2 6,7 ± 0,4 2,2 ± 0,3 10,1 ± 0,5 
24 h 6,4 ± 0,5 7,8 ± 0,5 2,9 ± 0,3 7,6 ± 0,4 
Zytoskelett  
0,5 h 0,4 ± 0,2 3,2 ± 0,6 2,5 ± 0,4 3,9 ± 0,5 
4 h 1,0 ± 0,1 2,5 ± 0,3 3,2 ± 0,4 3,7 ± 0,2 
24 h 3,3 ± 0,2 3,7 ± 0,2 5,2 ± 0,3 4,1 ± 0,2 
3.1.1.3 Untersuchungen zum Retentionsverhalten verschiedener 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka 
Im „dosimetrischen Efflux“ wurde das Ausstromverhalten der [99mTc]Tc-Radiopharmaka nach 
24-stündiger Inkubation unter den Bedingungen des Koloniebildungsassays untersucht. Dabei 
wurde die intrazellulär nach dreimaligem Waschen mit PBS verbleibende Restaktivität der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka bestimmt (siehe 2.7).  
Ergebnisse 
 
36 
Es konnten keine signifikanten Unterschiede beim Ausstromverhalten in Abhängigkeit von der 
inkubierten Aktivitätskonzentration der [99mTc]Tc-Radiopharmaka nachgewiesen werden. Von 
den untersuchten [99mTc]Tc-Tracern zeigte [99mTc]TcO4- mit 52,1 % die niedrigste Retention 
des 99mTc in der Zelle (Abb. 22), gefolgt von [99mTc]Tc-MIBI mit 77,4 %. Nur bei 
[99mTc]Tc-HMPAO mit einer Retention von 94,4 % und bei Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- mit einer 
Retention von 99,0 % verblieb nach Inkubationsende nahezu die gesamte aufgenommene 
Aktivität intrazellulär gebunden.  
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Abb. 22: Relative Retention von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen nach 24-stündiger 
Inkubation von 5 MBq/ml und nach dreimaligen Waschen, MW ± SD 
Es wurde nachstehende Reihenfolge der Retention der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-
Zellen gefunden: Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-HMPAO > [99mTc]Tc-MIBI > [99mTc]TcO4-. 
3.1.2 Bestimmung der Zellkerndosis von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Dosiskalkulation für die Applikation von 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka an adhärenten FRTL-5-Zellen. Als Grundlage dienten dazu die unter 
3.1 vorgestellten Ergebnisse der intrazellulären Radionuklidaufnahme und der subzellulären 
Verteilung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen. Die Dosiskalkulation3 wurde auf 
Basis der gewonnen Daten erstellt.  
Mit Monte-Carlo-Simulationen wurden S-Werte für die Dosiskalkulation generiert. Der S-Wert 
vom extrazellulären radioaktiven Überstand beträgt (0,63 ± 0,06) µGy/(MBq s), daraus 
resultiert bei einer 24-stündigen Inkubation von 50 MBq/ml 99mTc eine extrazelluläre 
Bodendosis von 1,8 Gy.  
                                               
3 Erstellt mit freundlicher Unterstützung durch Dr. R. Freudenberg 
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S-Werte für intrazelluläre Radionuklidakkumulation wurden für den Zellkern als Zielvolumen 
und für verschiedene Quellvolumina kalkuliert. Als Quellvolumina wurden die Zelloberfläche, 
das Zytoplasma und der Zellkern betrachtet. Die Zellen wurden als konzentrische Kugeln mit 
einem Zellradius von 6 µm und einem Zellkernradius von 4 µm in einer dicht gepackten 
zweidimensionalen Monolage modelliert. Die kalkulierten S-Werte sind in Tab. 4 dargestellt. 
Tab. 4: Überblick der simulierten S-Werte. SSelf bezeichnet die Selbstdosis durch Zerfälle in 
der Zielzelle und SCross die Cross-Dosis durch Zerfälle in den Nachbarzellen  
 Quellvolumen Zielvolumen SSelf (Gy/(Bq s)) SCross (Gy/(Bq s)) 
SNCS Zelloberfläche Zellkern 2,76e-5  
SNCY Zytoplasma Zellkern 5,48e-5 1,24e-4 
SNN Zellkern Zellkern 1,58e-3 1,26e-4 
 
Basierend auf den ermittelten S-Werten wurde die Kerndosis für die verschiedenen 
99mTc-Radiopharmaka durch Multiplikation mit der zeitintegrierten intrazellulären Aktivität in den 
einzelnen Kompartimenten kalkuliert. Die zeitintegrierte Aktivität wurde unter Betrachtung der 
Uptakekinetik der [99mTc]Tc-Tracer und der Internalisierungsversuche nach 24 h 
Inkubationszeit in Abhängigkeit von den eingesetzten Aktivitätskonzentrationen bestimmt. 
Dabei ergab die Integration der Uptake-Kinetik die Anzahl der intrazellulären Zerfälle. Die 
kalkulierte Anzahl der intrazellulären Zerfälle je Zelle in Abhängigkeit von den eingesetzten 
Aktivitätskonzentrationen der [99mTc]Tc-Radiopharmaka ist im Anhang unter 8.3.1 in Tab. 15 
dargestellt. 
Tab. 5: Beiträge zur Kerndosis bei Inkubation von 5 MBq/ml der [99mTc]Tc-Tracer 
Dosisanteil Beiträge zur mittleren absorbierten Kerndosis (Gy) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
DEC 0,2 0,2 0,2 0,2 
DSelf 4,3 13,6 5,1 166,0 
DCross  4,8 10,8 7,3 95,1 
�𝐷𝐷 9,3 24,6 12,6 261,3 
 
Basierend auf den Ergebnissen der unterschiedlichen intrazellulären Verteilung der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka (Tab. 3) und den simulierten S-Werten (Tab. 4) wurde die mittlere 
absorbierte Kerndosis unter Beachtung der verschiedenen Quellvolumina berechnet. Dazu 
wurde die für die einzelnen Zellkompartimente bestimmte mittlere Anzahl an Zerfällen pro Zelle 
mit den jeweiligen S-Werten für die Kompartimente multipliziert.   
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Zur Ermittlung der Zellkerndosis wurden die extrazelluläre Dosis (DEC), die Selbst-Dosis (DSelf) 
und die Nachbar-Zell-Dosis (DCross) addiert. Die einzelnen Beiträge zur Zellkerndosis sind als 
Beispiel für die Inkubation von 5 MBq/ml der [99mTc]Tc-Tracer in Tab. 5 dargestellt. 
Die Ergebnisse der Kalkulation der mittleren absorbierten Kerndosis für die Inkubation von 
FRTL-5-Zellen mit [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
für 24 h ist in Tab. 6 dargestellt.  
Tab. 6: Mittlere absorbierte Zellkerndosis in Abhängigkeit der Aktivitätskonzentration 
Aktivität/ml (MBq/ml) mittlere absorbierte Kerndosis ± SD (Gy) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
0,05 0,1 ± 0,01 - 0,1 ± 0,01 2,3 ± 0,4 
0,25 - - - 12,7 ± 2,2 
0,50  0,8 ± 0,1 1,9 ± 0,3 1,0 ± 0,1 24,4 ± 4,2 
1,25 - 5,2 ± 0,8 - 67,0 ± 11,6 
2,50 4,7 ± 0,3 11,2 ± 1,7 6,0 ± 0,3 136,2 ± 23,6 
5,00  9,3 ± 0,5 24,6 ± 3,7 12,6 ± 0,6 261,3 ± 45,2 
7,50 - 45,1 ± 6,8 - - 
12,50  22,8 ± 1,2 73,3 ± 11,1 29,0 ± 1,5 - 
25,00 33,6 ± 1,8 - 56,4 ± 2,9 - 
37,50 51,1 ± 2,7 - 65,4 ± 3,3 - 
 
Bei identischer Aktivitätskonzentration resultierte bei Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- durch die sehr hohe 
intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]TcO4- die mit Abstand größte mittlere absorbierte 
Zellkerndosis der [99mTc]Tc-Radiopharmaka. Beim Vergleich der anderen drei [99mTc]Tc-Tracer 
resultierte bei der Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO die nächst kleinere Zellkerndosis in 
FRTL-5-Zellen, gefolgt vom [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4-. 
3.1.3 Vergleich der strahlenbiologischen Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in 
FRTL-5-Zellen 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der strahlenbiologischen 
Wirkung der verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka. Dazu wurden Dosis-Wirkungs-Kurven 
(DWK) nach der Bestrahlung von FRTL-5-Zellen mit [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO, 
[99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- mit Hilfe des Koloniebildungsassays und des 
γH2AX-Immunfluoreszenzassays bestimmt. Zusätzlich wurden Untersuchungen zur 
Zellzyklusverteilung von FRTL-5-Zellen nach Applikation der eingesetzten [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka durchgeführt.  
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3.1.3.1 Vergleich der [99mTc]Tc-Radiopharmaka bezüglich ihrer Wirkung auf das 
klonogene Zellüberleben 
Mit Hilfe des Koloniebildungsassays wurde die Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf das 
klonogene Zellüberleben bestimmt. Da die verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka in dieser 
Untersuchung große Unterschiede in ihrer Wirkung auf das Zellüberleben zeigten, wurden 
unterschiedliche Aktivitätskonzentrationsbereiche für die verschiedenen [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka gewählt.  
Klonogenes Zellüberleben in Abhängigkeit von den eingesetzten Aktivitätskonzentrationen 
In Abb. 23 sind die Überlebensfraktionen (ÜF) in Abhängigkeit von den eingesetzten Aktivitäts-
konzentrationen aufgetragen. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka zeigte [99mTc]TcO4- in Gegenwart von Natriumperchlorat nur eine sehr geringe 
Reduktion des klonogenen Zellüberlebens, gefolgt von [99mTc]Tc-MIBI, [99mTc]TcO4-, 
[99mTc]Tc-HMPAO und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-.  
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Abb. 23: Klonogenes Überleben von FRTL-5-Zellen nach 24-stündiger Inkubation von 
verschiedenen Aktivitätskonzentrationen von [99mTc]Tc-Radiopharmaka, MW ± SD  
Für den Vergleich der Aktivitätskonzentrations-Wirkungs-Kurven wurde für jedes Radiophar-
makon anhand von Regressionskurven die für ein Überleben von 37 % nötige Aktivitäts-
konzentration (A37) errechnet und in Tab. 7 dargestellt.  
Es resultierte folgende Reihenfolge der Reduktion des klonogenen Zellüberlebens von 
FRTL-5-Zellen: Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-HMPAO > [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-MIBI > 
[99mTc]TcO4-/ ClO4-. 
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Tab. 7: A37, Uptake und intrazelluläre Verteilung (5 MBq/ml, 4 h) der untersuchten 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka an FRTL-5-Zellen 
 ClO4-/ 
[99mTc]TcO4- 
[99mTc]TcO4- 
[99mTc]Tc-
HMPAO 
[99mTc]Tc-
MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
A37 (MBq/ml) 113,7 ± 5,7 1,2 ± 0,1 1,1 ± 0,1 6,7 ± 0,3 0,15 ± 0,01 
rel. Uptake 
(%/0,25*106 Z.) 0,1 ± 0,0 2,4 ± 0,1 4,4 ± 0,3 5,9 ± 0,1 56,1 ± 0,9 
Membran/ 
Organellen (%) - 16,9 ± 1,6 28,5 ± 0,8 12,7 ± 1,5 27,0 ± 0,4 
Kernuptake (%) - 3,6 ± 0,2 6,7 ± 0,4 2,2 ± 0,3 10,1 ± 0,5 
 
Zur Überprüfung der chemotoxischen Wirkung der verwendeten [99mTc]Tc-Radiotracer wurden 
parallel Koloniebildungsversuche mit den entsprechenden „nichtradioaktiven“ [99Tc]Tc-Präpa-
raten durchgeführt. Dazu wurde das durch Elution des 99Mo/99mTc-Generators gewonnene 
[99mTc]TcO4- zum Abklingen der Radioaktivität für 7 Tage bei -20 °C gelagert. Mit dem entstan-
denen „nichtradioaktiven“ [99Tc]TcO4- wurden die [99Tc]Tc-Tracer hergestellt. 
[99Tc]-Pertechnetat, [99Tc]-Pertechnetat  mit ClO4-, [99Tc]Tc-HMPAO und Sn-PYP/ [99Tc]TcO4- 
zeigten keine Verringerung des klonogenen Überlebens, wogegen durch [99Tc]Tc-MIBI bei der 
maximal eingesetzten Konzentration das Überleben auf 64 % reduziert wurde. Zytotoxische 
Effekte konnten somit als Erklärung für das verringerte Zellüberleben durch [99mTc]TcO4-, 
[99mTc]Tc-HMPAO und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- ausgeschlossen werden. 
Klonogenes Zellüberleben in Abhängigkeit von der mittleren Zellkerndosis 
Zum besseren Vergleich der strahlenbiologischen Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in 
FRTL-5-Zellen wurden die im Koloniebildungsassay ermittelten Überlebensfraktionen auf die 
mittlere Zellkerndosis bezogen. Die in Abb. 24 dargestellten Dosis-Wirkungs-Kurven (DWK) 
der vier verwendeten [99mTc]Tc-Radiopharmaka [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO, 
[99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- verdeutlichen, dass die einzelnen 
[99mTc]Tc-Radiotracer unterschiedliche Wirkungen auf das klonogene Zellüberleben zeigen, 
obwohl die Überlebensfraktionen in Abhängigkeit von der mittleren Zellkerndosis auftragen 
wurden. [99mTc]Tc-MIBI zeigte die geringste Wirkung auf das Zellüberleben, gefolgt von 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. Unterschiede im klonogenen Überleben der FRTL-5-Zellen konnten nur 
bei Inkubation mit [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- im Vergleich zu [99mTc]TcO4- und 
[99mTc]Tc-HMPAO gefunden werden, nicht jedoch in der Wirkung zwischen [99mTc]TcO4- und 
[99mTc]Tc-HMPAO. 
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Abb. 24: DWK des klonogenen Zellüberlebens von FRTL-5-Zellen nach Inkubation der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka über 24 h, MW ± SD  
Analog zur A37 wurde für den Vergleich der DWK für jedes [99mTc]Tc-Radiopharmakon anhand 
von Regressionskurven die für ein Zellüberleben von 37 % nötige Zellkerndosis (D37) errechnet 
und in Tab. 8 dargestellt.  
Es wurde nachstehende Reihenfolge der Reduktion des klonogenen Zellüberlebens von 
FRTL-5-Zellen in Abhängigkeit der mittleren Zellkerndosis gefunden:   
[99mTc]TcO4- ≈ [99mTc]Tc-HMPAO > Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-MIBI. 
Tab. 8: Ermittelte D37 von FRTL-5-Zellen nach Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
D37 (Gy) 3,6 ± 0,2 4,1 ± 0,6 13,6 ± 0,7 6,4 ± 1,1 
 
Für die externe Bestrahlung mit [99mTc]TcO4-/ ClO4- wurde die extrazelluläre Bodendosis 
bestimmt. Die resultierende D37 betrug 3,7 Gy. Zum Vergleich wurden die FRTL-5-Zellen 
mittels Röntgenröhre bestrahlt und die strahlenbiologische Wirkung durch den 
Koloniebildungsassay untersucht. Für die FRTL-5-Zellen wurde eine D37 von 2,5 Gy 
(extrazelluläre Bodendosis) nach externer Bestrahlung mit X-Ray ermittelt. Um die 
Radiotoxizität vergleichen zu können, erfolgte die Berechnung der relativen biologischen 
Wirksamkeit (RBW). Die RBW einer Strahlung A bezogen auf eine Referenzstrahlung B ist 
definiert als der Quotient der Dosis DB zur Dosis DA, bei jeweils gleicher Wirkung (Howell et al., 
1991). Als Endpunkt wurde die Reduzierung des Zellüberlebens auf 37 % gewählt. Die D37 der 
extrazellulären Röntgenstrahlung von FRTL-5-Zellen dient als Referenz für die Wirksamkeit 
der extrazellulären Bestrahlung durch [99mTc]TcO4-/ ClO4-, wobei eine RBW von 0,7 ermittelt 
wurde. 
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3.1.3.2 Vergleich der [99mTc]Tc-Radiopharmaka bezüglich ihrer Wirkung auf die Induktion 
und Reparatur von DNA-DSB 
Als zweiter biologischer Endpunkt wurde zum Vergleich der Radiotoxizität der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka die Untersuchung der Induktion und der Reparatur von DNA-DSB 
mit Hilfe des γH2AX-Immunfluoreszenzassays ausgewählt. Zur Untersuchung der DSB-
Induktion wurde die Anzahl der γH2AX-Foci direkt nach dem Ende der Bestrahlungszeit (initial) 
und zur Untersuchung der DSB-Reparatur die Anzahl der γH2AX-Foci nach einer 
Reparaturzeit von 24 h (residual) nach Bestrahlungsende bestimmt.  
Die mittlere Anzahl der initialen (A) und residualen (B) γH2AX-Foci pro Zellkern der vier 
untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka bezogen auf die mittlere Zellkerndosis ist in Abb. 25 
dargestellt. 
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0
0
5
1 0
1 5
2 0
2 5
3 0
m ittle re  Z e llk e rn d o s is  (G y )
A
n
z
a
h
l 
in
it
ia
le
r
γ
H
2
A
X
-F
o
c
i/
 Z
e
ll
k
e
rn
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0
0
5
1 0
1 5
2 0
2 5
3 0
m ittle re  Z e llk e rn d o s is  (G y )
A
n
z
a
h
l 
re
s
id
u
a
le
r
γ
H
2
A
X
-F
o
c
i/
 Z
e
ll
k
e
rn
[
9 9 m
T c ]T c O 4
-
[
9 9 m
T c ]T c -H M P A O [
9 9 m
T c ]T c -M IB I S n -P Y P / [
9 9 m
T c ]T c O 4
-
A B
 
Abb. 25: Anzahl der initialen (A) und residualen (B) γH2AX-Foci von FRTL-5-Zellen nach 
Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka über 24 h in Abhängigkeit von der mittleren 
Zellkerndosis, MW ± SEM  
Für alle untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka konnten mit Hilfe des γH2AX-Immun-
fluoreszenzassays Wirkungsunterschiede sowie signifikante Unterschiede zwischen der 
Anzahl der residualen γH2AX-Foci im Vergleich zum Initialschaden detektiert werden. 
Bei gleicher mittlerer Zellkerndosis wurden bei der Inkubation von [99mTc]TcO4- sowohl eine 
höhere Anzahl von initialen γH2AX-Foci als auch eine höhere Anzahl von residualen γH2AX-
Foci als bei der Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO detektiert. Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- induziert 
eine geringere Anzahl initialer γH2AX-Foci im Vergleich zu [99mTc]Tc-HMPAO, jedoch konnten 
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der residualen γH2AX-Foci bei diesen beiden 
[99mTc]Tc-Radiotracern detektiert werden.  
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Für die Inkubation von FRTL-5-Zellen mit [99mTc]Tc-MIBI wurde die geringste Anzahl an 
initialen und residualen γH2AX-Foci im Vergleich zu den drei anderen untersuchten 
[99mTc]Tc-Radiotracern gefunden.  
Es ergibt sich folgende Reihung für die Bildung von initialen γH2AX-Foci von FRTL-5-Zellen: 
[99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-HMPAO > Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-MIBI.  
Für den Nachweis von residualen γH2AX-Foci von FRTL-5-Zellen ergab sich folgende 
Reihenfolge: [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-HMPAO ≈ Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-MIBI. Dies 
bedeutet, dass [99mTc]TcO4- die höchste und [99mTc]Tc-MIBI die geringste Anzahl bleibender 
DNA-Schäden induziert.  
 
In Abb. 26 ist der Vergleich des prozentualen Anteils der residualen γH2AX-Foci bezogen auf 
die Anzahl initialer γH2AX-Foci für alle untersuchten [99mTc]Tc-Radiotracer abgebildet. Hier 
zeigen sich vor allem Unterschiede zwischen Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- und den restlichen drei 
Tracern. Für Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- wurde ein prozentualer residualer Schaden von ungefähr 
60 % und für [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-MIBI ein geringerer residualer 
Schaden zwischen 40 % und 50 % nachgewiesen.  
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Abb. 26: Vergleich des prozentualen Residualschadens im Vergleich zum Initialschaden von 
FRTL-5-Zellen nach Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka über 24 h und einer 
Reparaturzeit von 24 h in Abhängigkeit der mittleren Zellkerndosis 
 
3.1.3.3 Vergleich der [99mTc]Tc-Radiopharmaka bezüglich ihrer Wirkung auf den 
Zellzyklus 
Zusätzlich zum klonogenen Zellüberleben und zur Induktion sowie Reparatur von DNA-DSB 
sollte die strahlenbiologische Wirkung der vier [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf den Zellzyklus 
untersucht werden.  
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Die FRTL-5-Zellen wurden mit 10 Gy, 25 Gy und 50 Gy mittlerer Kerndosis mit den vier 
[99mTc]Tc-Radiotracern bestrahlt und 48 h nach Inkubationsende am Durchflusszytometer 
untersucht. In Abb. 27 (A-D) ist die Zellzyklusverteilung der FRTL-5-Zellen für die vier 
[99mTc]Tc-Radiotracer dargestellt. Dabei konnte für jeden Tracer eine zellkerndosisabhängige 
Abnahme des Anteils der Zellen in der G0/G1-Phase und eine signifikante Zunahme in der 
G2/M-Phase nachgewiesen werden. Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede des 
Anteils der Zellen in der S-Phase festgestellt werden.  
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Abb. 27: Zellzyklusphasenverteilung von FRTL-5-Zellen nach 24-stündiger Inkubation von 
[99mTc]TcO4- (A), [99mTc]Tc-HMPAO (B), [99mTc]Tc-MIBI (C) und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
(D) 48 h nach Inkubationsende in Abhängigkeit von der mittleren Zellkerndosis, MW ± 
SD  
Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen [99mTc]Tc-Radiopharmaka veranschaulicht Abb. 
28 den Anteil der sich in der G2/M-Phase befindlichen FRTL-5-Zellen. Alle vier untersuchten 
Radiopharmaka wiesen einen dosisabhängigen Anstieg der Zellen in der G2/M-Phase auf.   
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[99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO zeigten den stärksten prozentualen Zuwachs an Zellen in 
der G2/M-Phase, dabei konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 
Tracern detektiert werden. [99mTc]Tc-MIBI verursachte dagegen den geringsten Einfluss auf die 
Zellzyklusverteilung.  
Die Reihenfolge für die Zunahme des Anteils von FRTL-5-Zellen in der G2/M-Phase ergibt sich 
wie folgt: [99mTc]TcO4- ≈ [99mTc]Tc-HMPAO > Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- > [99mTc]Tc-MIBI. 
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Abb. 28: Anteil von FRTL-5-Zellen nach 24-stündiger Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
in der G2/M-Phase 48 h nach Inkubationsende in Abhängigkeit von der mittleren 
absorbierten Zellkerndosis, MW ± SD  
 
3.2 Charakterisierung der intrazellulären Zellaufnahme und der radiobiologischen 
Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in A431-Zellen 
Das Ziel des zweiten Hauptteils der vorliegenden Arbeit bildete die Adressierung der 
Zellmembran mit einem [99mTc]Tc-Radiotracer. Da eine spezifische Markierung der 
Zellmembran von FRTL-5-Zellen mit den zur Verfügung stehenden konventionellen 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka nicht möglich war, wurde die Bindung des [99mTc]Tc-markierten 
Cetuximab-Antikörpers ([99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3) an den membran-
ständigen EGFR von A431-Zellen überprüft. Zum Vergleich wurden [99mTc]Tc-HMPAO als 
zytoplasmatischer Marker und [99mTc]TcO4- als extrazellulärer Marker der NIS-negativen A431-
Zellen eingesetzt. Als Grundlage der Dosiskalkulation wurden wiederum Untersuchungen zur 
intrazellulären Radionuklidaufnahme und zur intrazellulären Verteilung durchgeführt. Der 
Vergleich der Radiotoxizität der drei [99mTc]Tc-Radiopharmaka erfolgte mittels 
Koloniebildungsassay. 
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3.2.1 Untersuchungen zur intrazellulären Radionuklidaufnahme von [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka in A431-Zellen 
Uptakekinetik verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
Zur Untersuchung der zeitabhängigen Radionuklidaufnahme wurden A431-Zellen mit jeweils 
50 kBq/ml und 0,5 MBq/ml von [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Alexa(488)-C225-
Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 ([99mTc]Tc-C225) inkubiert. Abb. 29 zeigt, dass keine intrazelluläre 
Aufnahme von [99mTc]TcO4- in A431-Zellen beobachtet werden konnte. Dagegen konnte bei 
der Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO ein schneller Einstrom mit einem maximalen Uptake von 
16,8 % nach 4 h verzeichnet werden. Die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]Tc-C225 verlief 
deutlich schneller als bei [99mTc]Tc-HMPAO und zeigte ein Maximum des Uptakes von 34,1 % 
nach 4-stündiger Inkubation. Bei der intrazellulären Aufnahme von [99mTc]TcO4- und von 
[99mTc]Tc-HMPAO konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Aktivitäts-
konzentrationen von 50 kBq/ml und 0,5 MBq/ml nachgewiesen werden. Bei der Inkubation von 
50 kBq/ml [99mTc]Tc-C225 wurden zu allen Inkubationszeiten geringere Uptakewerte 
nachgewiesen (p < 0,05). 
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Abb. 29: Aufnahmekinetik von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in A431-Zellen bei Zugabe von 
0,5 MBq/ml [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225, MW ± SD 
Untersuchungen an A431-Zellen zur intrazellulären Aufnahme von verschiedenen 
[99mTc]Tc-Tracern nach Inkubation über 24 h  
Die aktivitätsabhängige intrazelluläre Aufnahme wurde nach 24-stündiger Inkubation der 
[99mTc]Tc-Radiotracer untersucht. In Tab. 9 sind exemplarisch die Werte des absoluten 
Uptakes der [99mTc]Tc-Tracer nach Inkubation von 0,5 MBq/ml und 5 MBq/ml gezeigt, wobei 
weitere Daten im Anhang unter 8.3.2 in Tab. 17 zu finden sind. Signifikante Unterschiede 
konnten für alle [99mTc]Tc-Tracer nachgewiesen werden (p < 0,05).  
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Dabei wurde deutlich, dass der relative prozentuale Uptake von [99mTc]Tc-C225 mit steigender 
Aktivitätskonzentration und steigender Antikörperkonzentration abnahm. 
Tab. 9: Uptake in Abhängigkeit der eingesetzten Aktivitätskonzentrationen der 
[99mTc]Tc-Radiotracer nach Inkubation von A431-Zellen über 24 h 
Aktivität/ml (MBq/ml) Uptake/ 250.000 Zellen ± SD (kBq) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
0,5 0,36 ± 0,03 60,4 ± 0,3 189,2 ± 50,7 
5,0 4,9 ± 0,1 947,9 ± 2,5 408,0 ± 26,0 
3.2.2 Untersuchungen zur intrazellulären Verteilung verschiedener [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka 
Da vor allem die Adressierung der Zellmembran durch [99mTc]Tc-C225 von Interesse war, 
wurde die Membranbindung durch Verwendung des Glycinpuffers untersucht. Zusätzlich 
wurde die Anreicherung der [99mTc]Tc-Tracer im Zellkern mit Hilfe des Nuclei-Kits analysiert.  
In Abb. 30 sind die Ergebnisse der Untersuchung der Membranbindung von [99mTc]Tc-HMPAO 
und [99mTc]Tc-C225 bei Inkubation von 0,5 MBq/ml dargestellt. Durch Inkubation von 
[99mTc]Tc-C225 konnte im Gegensatz zu [99mTc]Tc-HMPAO eine rasche Markierung der 
Zellmembran nachgewiesen werden. 
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Abb. 30: Membranmarkierung von [99mTc]Tc-Radiotracern an A431-Zellen bei Inkubation von 
0,5 MBq/ml [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225, MW ± SD 
Im Fall von [99mTc]Tc-C225 konnten nach einer Inkubationszeit von 1 h 10 % der intrazellulär 
aufgenommenen Aktivität an der Zellmembran detektiert werden, wobei mit zunehmender 
Inkubationszeit die Membranbindung abnahm (p < 0,05). Damit konnte gezeigt werden, dass 
ein Teil der membrangebundenen Aktivität schnell internalisierte.  
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Membranbindung in Abhängigkeit von der 
inkubierten Aktivitätskonzentration (50 kBq/ml und 0,5 MBq/ml) der [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
nachgewiesen werden. 
Die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225 in den Zellkern bei 
Inkubation von 0,5 MBq/ml wird in Abb. 31 gezeigt. [99mTc]Tc-C225 zeigte seine maximale 
Anreicherung im Zellkern nach 4 h mit 27,4 %, wobei der Kernuptake bei 24-stündiger 
Inkubation auf 5,8 % absank. [99mTc]Tc-HMPAO zeigte einen geringen Anstieg des Uptakes im 
Zellkern bis zur Inkubation über 4 h.  
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Abb. 31: Anreicherung im Zellkern von [99mTc]Tc-Radiotracern an A431-Zellen bei Zugabe von 
0,5 MBq/ml [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225, MW ± SD 
3.2.3 Dosisbestimmung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in A431-Zellen 
Die Kalkulation der Zellkerndosis wurde auf Basis der gewonnen Daten analog zur Dosimetrie 
der FRTL-5-Zellen durchgeführt4. Wie bereits für die FRTL-5-Zellen im Abschnitt 3.1.2 
beschrieben, wurden Monte-Carlo-Simulierungen durchgeführt, um S-Werte für die 
Dosiskalkulation zu generieren (siehe Anhang 8.3.2 in Tab. 16). Die A431-Zellen wurden als 
konzentrische Kugeln mit einem Zellradius von 10 µm und einem Zellkernradius von 5,5 µm in 
einer dicht gepackten zweidimensionalen Monolage modelliert. Durch Multiplikation der 
ermittelten S-Werte mit der zeitintegrierten intrazellulären Aktivität in den einzelnen 
Kompartimenten (siehe Anhang 8.3.2 in Tab. 19) wurde die Zellkerndosis für die 
verschiedenen 99mTc-Radiotracer kalkuliert. Die Ergebnisse der Kalkulation der mittleren 
absorbierten Zellkerndosis für die Inkubation von A431-Zellen mit [99mTc]Tc-HMPAO und mit 
[99mTc]Tc-C225 für 24 h sind in Tab. 10 dargestellt.  
                                               
4 Mit freundlicher Unterstützung durch Dr. R. Freudenberg 
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Tab. 10: Kalkulierte mittlere absorbierte Zellkerndosis an A431-Zellen 
Aktivität/ml (MBq/ml) mittlere absorbierte Kerndosis ± SD (Gy) 
 [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
0,50 2,6 ± 0,1 4,1 ± 0,5 
1,25 6,5 ± 0,1 -    
2,50 15,1 ± 0,1 8,4 ± 0,9 
5,00 39,9 ± 0,3 9,0 ± 1,0 
7,50 68,8 ± 0,6 10,2 ± 1,1 
10 101,9 ± 0,9 -    
12,5 - 13,1 ± 1,4 
 
Bei identischen Aktivitätskonzentrationen resultierte bei der Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO 
eine deutlich größere mittlere absorbierte Zellkerndosis als bei der Inkubation von 
[99mTc]Tc-C225.  
3.2.4 Vergleich der strahlenbiologischen Wirkung auf das klonogene Zellüberleben 
von [99mTc]Tc-Radiotracern in A431-Zellen 
Zum Vergleich der strahlenbiologischen Wirkung von [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und 
[99mTc]Tc-C225 wurde mit Hilfe des Koloniebildungsassays die Wirkung der Radiopharmaka 
auf das klonogene Zellüberleben untersucht. Die eingesetzten [99mTc]Tc-Radiotracer zeigten in 
Analogie zu den Ergebnissen der Untersuchung des klonogenen Zellüberlebens an FRTL-5-
Zellen deutliche Unterschiede in ihrer Wirkung auf das Überleben der A431-Zellen.  
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Abb. 32: Klonogenes Überleben von A431-Zellen nach 24-stündiger Inkubation verschiedener 
Aktivitätskonzentrationen der [99mTc]Tc-Radiotracer, MW ± SD  
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In Abb. 32 ist das klonogene Zellüberleben (ÜF) in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Aktivitätskonzentration aufgetragen. [99mTc]TcO4- zeigte aufgrund der rein extrazellulären 
Bestrahlung der A431-Zellen im Gegensatz zu [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225 nur eine 
sehr geringe Reduktion des klonogenen Zellüberlebens, wobei [99mTc]Tc-HMPAO im Bezug 
zur eingesetzten Aktivitätskonzentration das Zellüberleben am stärksten reduzierte. 
Zur besseren Vergleichbarkeit der strahlenbiologischen Wirkung von [99mTc]Tc-HMPAO und 
[99mTc]Tc-C225, wurde die mit Hilfe des Koloniebildungsassays untersuchte Wirkung der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka auf die mittlere Zellkerndosis bezogen. Die in Abb. 33 gezeigten 
Dosis-Wirkungs-Kurven von [99mTc]Tc-C225 und [99mTc]Tc-HMPAO verdeutlichen, dass die 
beiden [99mTc]Tc-Radiotracer bei Auftragung der Überlebensfraktionen gegen die mittlere 
Zellkerndosis im Dosisbereich bis 10 Gy eine vergleichbare Reduktion des klonogenen 
Zellüberlebens von A431-Zellen zeigten.  
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Abb. 33: DWK des klonogenen Zellüberlebens von A431-Zellen nach Inkubation von 
[99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225 über 24 h, MW ± SD  
Für den Vergleich der DWK der beiden [99mTc]Tc-Radiotracer wurde anhand von 
Regressionskurven die für ein Zellüberleben von 37 % nötige Zellkerndosis (D37) errechnet und 
in Tab. 11 dargestellt. 
Tab. 11: Ermittelte Zellkerndosis D37, nach Inkubation der [99mTc]Tc-Radiopharmaka  
 [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
D37 (Gy) 11,6 ± 0,6 14,6 ± 1,6 
 
Es wurde folgende Reihenfolge der Reduktion des klonogenen Zellüberlebens von A431-
Zellen ermittelt: [99mTc]Tc-HMPAO ≈ [99mTc]Tc-C225.  
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4 Diskussion 
In der Nuklearmedizin werden [99mTc]Tc-markierte Verbindungen als Biomarker verschiedener 
Organfunktionen, beispielsweise der Schilddrüse, des Knochenstoffwechsels und der 
myokardialen Perfusion, eingesetzt. Frühere Berichte haben darauf hingewiesen, dass intra-
zellulär aufgenommene [99mTc]Tc-markierte Verbindungen eine höhere Radiotoxizität 
aufweisen als extrazellulär verbleibende [99mTc]Tc-Tracer (Pedraza-Lopez et al. 2000, 
Haefliger et al. 2005). Deshalb wurde die therapeutische Anwendung von intrazellulär 
akkumulierten [99mTc]Tc-Radiotracern diskutiert. In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, 
dass die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]-Pertechnetat in Rattenschilddrüsenzellen im 
Vergleich zur ausschließlich extrazellulären Verteilung zu einer Steigerung der Dosis um den 
Faktor 20 führte (Freudenberg et al. 2012). Unter Berücksichtigung des Emissionsspektrums 
von 99mTc wurden die zytotoxischen Effekte bei intrazellulärer Lokalisation der [99mTc]Tc-Tracer 
durch niederenergetische Auger-Elektronen mit einer Reichweite von unter 200 nm im Gewebe 
verursacht (Freudenberg et al. 2014).  
Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene [99mTc]Tc-Radiopharmaka hinsichtlich ihrer 
intrazellulären Aufnahme, subzellulären Verteilung und des Retentionsverhaltens in FRTL-5- 
und A431-Zellen zu charakterisieren. Auf Grundlage der kalkulierten absorbierten 
Zellkerndosis erfolgte der Vergleich der Radiopharmaka hinsichtlich ihrer Radiotoxizität. Dafür 
wurden der Koloniebildungsassay zur Untersuchung des klonogenen Zellüberlebens, der 
γH2AX-Immunfluoreszensassay hinsichtlich DNA-DSB Induktion und Reparatur sowie die 
Untersuchung des Zellzyklusarrests herangezogen.  
 
4.1 Charakterisierung der intrazellulären Zellaufnahme und der radiobiologischen 
Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
4.1.1 FRTL-5-Zellen als biologisches System 
Die FRTL-5-Zelllinie „Fisher rat thyroid follicular cell line no. 5“ ist eine stabile aus 
Rattenschilddrüsen-Epithelzellen isolierte Zelllinie. Unter definierten Zellkultivierungs-
bedingungen dient diese Zelllinie als Modellsystem für Untersuchungen der Funktion von 
Schilddrüsenzellen (Tasevski et al., 1998). Sie weisen wichtige Marker für die Funktion 
differenzierter Schilddrüsenzellen auf, wie zum Beispiel das TSH-abhängige Wachstum, die 
Synthese von Thyreoglobulin (Tg) und Thyreoperoxidase (TPO) sowie die intrazelluläre Iod-
Akkumulation (Ambesi-Impiombato et al., 1980; Weiss et al., 1984; Francis-Lang et al., 1992).  
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FRTL-5-Zellen sind jedoch nicht mehr in der Lage, die Oxidation von Iodid durch die TPO mit 
anschließender Bindung an die Tyrosin-Seitenketten des Thyreoglobulins durchzuführen und 
Schilddrüsenhormone zu synthetisieren (Bidey et al., 1988). Für die Experimente der 
vorliegenden Arbeit wurde die FRTL-5-Zelllinie ausgewählt, weil sie den Natrium-Iodid-
Symporter (NIS) exprimiert (Bidey et al., 1984). In Abhängigkeit von TSH können NIS-positive 
FRTL-5-Zellen Iodid bis zum Faktor 30 über dem extrazellulären Level intrazellulär 
akkumulieren, wobei weniger als 2 % des aufgenommenen Iodids organifiziert wird (Nitsch et 
al., 1985). FRTL-5-Zellen wurden bereits in Hinblick auf ihre Radiosensitivität charakterisiert 
(Kahmann et al., 2010; Hershman et al., 2011) und sind etabliert für die Untersuchung der 
Funktion und Regulierung des NIS (Kogai et al., 1997; Spitzweg et al., 1999; Eng et al., 2001). 
Der Natrium-Iodid-Symporter ist ein membranständiges Glycoprotein (Dai et al., 1996) mit 13 
Transmembrandomänen, welches entlang eines durch die Na+/K+-ATPase generierten 
Natriumgradienten zwei Natrium-Ionen (Na+) und ein Iodid-Ionen (I-) aktiv in die Zelle 
transportiert (Dai et al., 1996; Dohan et al., 2003; Spitzweg, 2003; Portulano et al., 2014). 
Weitere Substrate für den NIS sind neben Iodid andere monovalente Anionen wie Perrhenat 
(ReO4-), Perchlorat (ClO4-) oder Pertechnetat (TcO4-) (Van Sande et al., 2003).  
Die NIS-positive Zelllinie ermöglicht die intrazelluläre Aufnahme verschiedener Isotope des 
Iods (123I, 124I, 125I, 131I) sowie weiterer Radionuklide wie 188Re in Form von [188Re]ReO4- 
(Dadachova et al., 2002; Spitzweg, 2003) oder des in dieser Arbeit eingesetzten 99mTc in Form 
von [99mTc]TcO4- (Lundh et al., 2009). Zur Hemmung der intrazellulären Aufnahme von 
[99mTc]TcO4- in die NIS-positiven Zellen wurde Natriumperchlorat (NaClO4) eingesetzt, welches 
in Wasser zu Na+ und ClO4- dissoziiert. Das einwertige Salz der Perchlorsäure besitzt die 
höchste Affinität zum NIS, wirkt als kompetitiver Hemmstoff (Van Sande et al., 2003) und kann 
damit die intrazelluläre Aufnahme von Iodid sowie anderer einwertiger Anionen effektiv 
blockieren.  
An FRTL-5-Zellen konnte eine zeit- und konzentrationsabhängige Steigerung der Expression 
des NIS und eine daraus resultierende Steigerung der Iodidaufnahme durch Thyreotropin 
(TSH) nachgewiesen werden (Kogai et al., 1997). Für alle Experimente in dieser Arbeit wurde 
für die Kultivierung der FRTL-5-Zellen Kulturmedium mit konstanter TSH-Konzentration 
eingesetzt, um TSH-abhängige Schwankungen in der NIS-Expression zu vermeiden. 
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4.1.2 Untersuchungen bezüglich Uptake, intrazellulärer Verteilung und Retention von 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
4.1.2.1 Uptake-Untersuchungen verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka an FRTL-5-
Zellen 
Alle untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka zeigten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der 
intrazellulären Aufnahme (Abb. 19, Abb. 20) und im Uptake nach 24 h in Abhängigkeit von der 
eingesetzten Aktivitätskonzentration (Tab. 9), verursacht durch unterschiedliche 
Uptakemechanismen. Alle prozentualen Angaben beziehen sich auf die zugegebene Aktivität 
und wurden auf eine Zellzahl von 250.000 Zellen normiert. 
 
[99mTc]-Pertechnetat ([99mTc]TcO4-) 
[99mTc]TcO4- wird von den NIS-positiven FRTL-5-Zellen in das Zytoplasma transportiert. Ein 
Gleichgewicht zwischen dem Zytoplasma und dem radioaktiven Kulturüberstand wurde bei 
einem Uptake von ca. 3 % erreicht.  
 
Modulation der [99mTc]-Pertechnetat-Zellaufnahme durch Vorinkubation von Natriumperchlorat 
(NaClO4) und Zinn-Pyrophosphat (Sn-PYP) 
Durch die Hemmung des NIS durch den kompetitiven Hemmstoff NaClO4 wurde eine 
ausschließlich extrazelluläre Verteilung von [99mTc]TcO4- erreicht (Wolff, 1998; Van Sande et 
al., 2003). Dies spiegelte sich in dem maximal ermittelten Uptake von 0,1 % wieder. Bereits 
Wendisch et al. berichteten, dass in NIS-positiven PCCl3-Zellen keine intrazelluläre Aufnahme 
von [99mTc]TcO4- in Anwesenheit von Perchlorat nachgewiesen werden konnte (Wendisch et 
al., 2010). Auch Carlin et al. konnten eine Inhibierung des 131I-Uptakes von NIS-transfizierten 
UVW-Glioblastom-Zellen zeigen (Carlin et al., 2002). 
Die Vorinkubation von FRTL-5-Zellen mit Sn-PYP verursachte nach einer Inkubationszeit von 
4 h einen [99mTc]TcO4--Uptake von 60,9 % (normiert auf 250.000 Zellen), dies bedeutet im 
Vergleich zur alleinigen Inkubation von [99mTc]TcO4- eine Steigerung um das 22-fache. An NIS-
positiven PCCl3-Zellen wurde ein Anstieg um den Faktor 30 beschrieben (Wunderlich et al., 
2012). Durch das während der Vorinkubation des SnCl2-PYP-Komplex intrazellulär im 
Überschuss aufgenommene Sn2+ kommt es zur Reduktion des über den NIS in die Zelle 
transportierten [99mTc]TcO4- von 99mTc(VII) zu 99mTc(IV). Zusätzlich reduziert Sn2+ Disulfid-
Gruppen und Sulfhydrylgruppen (SH-Gruppen) von Cystein zu reaktiven Monosulfiden 
(Djurdjevic und Djokic, 1996). Reduziertes 99mTechnetium mit dem Redoxstatus (IV) ist 
hochreaktiv gegenüber Monosulfiden und bindet an die reduzierten Sulfidgruppen der Proteine 
(Eckelman und Steigman, 1991; Rhodes, 1991). Dadurch wird über den NIS einströmendes 
[99mTc]TcO4- kontinuierlich aus dem Zytosol entfernt, wodurch weiteres anionisches 
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[99mTc]TcO4- stetig in die Zelle nachströmen kann. Durch den kontinuierlichen Einstrom 
konnten die FRTL-5-Zellen ca. 80 % der gesamten angebotenen Aktivität aufnehmen. Nach 
der Perchlorat-Vorinkubation konnte der Uptake von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- nach 4 h durch 
Blockierung des NIS auf 3,4 % gesenkt werden. Es wurde zudem nach Präinkubation von 
NaClO4 eine zeitabhängige Steigerung des Uptakes von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- von 0,9 % nach 
1 h auf 9,4 % (Zerfallskorrigiert) nach 24 h beobachtet. Da der Uptake mit Perchlorat nicht 
vollständig verhindert werden kann, muss es auch andere NIS-unabhängige 
Transportmechanismen für die Zellaufnahme von [99mTc]TcO4- geben, welche auch bei der in 
vivo Markierung von Erythrozyten zur Blutpoolszintigraphie von Bedeutung sind (Eckelman et 
al., 1971; Seldin et al., 1988). 
[99mTc]Tc-MIBI 
Infolge des lipophilen Charakters gelangte [99mTc]Tc-MIBI durch passiven Transport (Diffusion) 
über die Zellmembran ins Zytosol. Dabei verlief der Uptake von [99mTc]Tc-MIBI etwas 
langsamer als der NIS-abhängige aktive Transport von [99mTc]TcO4-, wobei jedoch ab einer 
Inkubationszeit von 2 h höhere Uptakewerte erreicht wurden. In B-Lymphozyten wurde ein 
Uptake von ca. 1-1,5 %/ 500.000 Zellen (30 min) von Marian et al. gefunden, wohingegen die 
intrazelluläre Aufnahme in FRTL-5-Zellen mit ca. 1,5 %/ 250.000 Zellen (30 min) etwa doppelt 
so groß ist. Da der Uptake von [99mTc]Tc-MIBI sowohl mit als auch ohne Blockierung des NIS 
keine signifikanten Unterschiede aufwies, konnte eine NIS-unabhängige Zellaufnahme 
bestätigt werden (Civelek et al., 1991). Unter anderem wurde von Delmon-Moingeon el al. 
berichtet, dass die intrazelluläre Akkumulation von [99mTc]Tc-MIBI in Abhängigkeit von der 
Temperatur und von den elektrischen Zell- und Mitochondrienmembranpotentialen abläuft 
(Chiu et al., 1990; Piwnica-Worms et al., 1990). Des Weiteren wurde berichtet, dass der 
Uptake von [99mTc]Tc-MIBI in verschiedenen Zellsystemen um den Faktor 10 variieren kann 
(Delmon-Moingeon et al. 1990).  
[99mTc]Tc-HMPAO 
Ebenso wie [99mTc]Tc-MIBI wird der lipophile Komplex [99mTc]Tc-HMPAO passiv durch 
Diffusion über die Zellmembran transportiert (Nowotnik et al., 1985), wobei der Einstrom von 
[99mTc]Tc-HMPAO ebenso wie der von [99mTc]Tc-MIBI etwas langsamer als der aktive 
Transport von [99mTc]TcO4- über den NIS in die Zelle verlief. Bei einer Inkubationszeit von 4 h 
wurde jedoch ein um den Faktor 2,5 größerer Uptake als von [99mTc]TcO4- erreicht. In der 
gleichen Größenordnung lag die von Jaakkola et al. beschriebene Markierungsausbeute von 
Lymphozyten (Jaakkola et al., 1998). Aufgrund der Lipophilie wird [99mTc]Tc-HMPAO 
unabhängig vom NIS in die Zelle transportiert (Peters et al., 1986). Dies wurde bestätigt, da 
analog zu [99mTc]Tc-MIBI keine signifikante Verringerung des Uptakes von [99mTc]Tc-HMPAO 
nach Blockierung des NIS durch Perchlorat nachgewiesen wurde. 
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4.1.2.2 Untersuchung der intrazellulären Verteilung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in 
FRTL-5-Zellen 
Die Untersuchung der subzellulären Verteilung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
erfolgte mittels ProteoExtract®-Kit und Messung der 99mTc-Aktivität in den Fraktionen. Die 
Kompartimentanalyse der intrazellulär aufgenommenen [99mTc]Tc-Radiopharmaka zeigte, dass 
sich der größte Teil der aufgenommenen Aktivität im Zytosol und ein geringerer Anteil in der 
Membran/Organellen-Fraktion und im Zellkern angereichert hat. Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- und 
[99mTc]Tc-HMPAO zeigten im Vergleich zu [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-MIBI einen größeren 
Anteil in der Membran/Organellen-Fraktion und in der Kernfraktion. Zwischen der subzellulären 
Verteilung von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- und von [99mTc]Tc-HMPAO konnten keine wesentlichen 
Unterschiede detektiert werden. Publizierte Daten der intrazellulären Verteilung der 
untersuchten [99mTc]Tc-Radiotracer variierten in Abhängigkeit vom untersuchten Zellsystem 
sowie von der Untersuchungsmethode (Delmon-Moingeon et al., 1990; Fourre et al., 1992; 
Backus et al., 1993; Sasaki et al., 1998) und sind nur bedingt mit unseren Daten vergleichbar. 
Alle prozentualen Angaben beziehen sich auf die gesamte intrazellulär aufgenommene 
Aktivität. 
[99mTc]TcO4- 
Der Hauptanteil der Aktivität von [99mTc]TcO4- wurde nach 4 h im Zytosol (78,5 %) und geringe 
Anteile in der Membran/Organellen-Fraktion (16,9 %) sowie im Zellkern (3,6 %) detektiert. Dies 
lässt darauf schließen, dass sich [99mTc]TcO4- als wasserlösliches Anion frei im Zytosol 
befindet und lediglich eine geringe Aufnahme in den Zellorganellen zeigt. In einer früheren 
Arbeit an NIS-positiven PCCl3-Zellen wurde eine Anreichung des [99mTc]TcO4- in der 
Membran/Organellen-Fraktion von 23,8 % sowie ein relativer Kernuptake von 5,8 % gefunden 
und somit eine etwas höhere Aufnahme von [99mTc]TcO4- in die Zellkompartimente 
beschrieben (Wunderlich et al., 2012).  
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurden 10,1 % der intrazellulären Aktivität im Zellkern und 
27,0 % in der Membran/Organellen-Fraktion detektiert. Das zeigt, dass die Vorbehandlung von 
FRTL-5-Zellen mit Zinn-Pyrophosphat zu einer hohen Proteinbindung des aufgenommenen 
99mTc und damit zu einer hohen Akkumulation in den verschiedenen Zellorganellen führt. Die 
Ergebnisse decken sich sehr gut mit den Daten einer früheren Arbeit an NIS-positiven PCCl3-
Zellen, in denen ein relativer Kernuptake von 9,9 % sowie eine Anreichung des 99mTc in der 
Membran/Organellen-Fraktion von 32,1 % gefunden wurde (Wunderlich et al., 2012).  
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[99mTc]Tc-MIBI 
Ebenso wie bei [99mTc]TcO4- wurde der Hauptanteil der Aktivität von [99mTc]Tc-MIBI im Zytosol 
(81,9 % nach 4 h) detektiert. Damit konnte wider Erwarten lediglich eine geringe Anreicherung 
von [99mTc]Tc-MIBI in der Membran/Organellen-Fraktion (12,7 % nach 4 h) und im Zellkern 
(2,2 % nach 4 h) nachgewiesen werden. Dies steht im Kontrast zu Publikationen, die von einer 
Lokalisation von [99mTc]Tc-MIBI von 97 % in den Mitochondrien von Kardiomyozyten 
berichteten (Backus et al. 1993, Piwnica-Worms et al. 1994). Dagegen berichteten Carvalho et 
al. nach Fraktionierung von Ratten-Herz-Zellen von einer 89 %igen zytosolischen Verteilung 
von [99mTc]Tc-MIBI, fanden aber gleichzeitig 91% eines mitochondrialen Matrixmarkers (MDH, 
Malat-Dehydrogenase) in dieser Fraktion. Dies ließ darauf schließen, dass während der 
Fraktionierung die Mitochondrien beschädigt und [99mTc]Tc-MIBI freigesetzt wurde. Von 
Delmon-Moingeon el al. wurde [99mTc]Tc-MIBI in kleinzelligen Adenokarzinomzellen der 
Nebenniere in Analogie zur intrazellulären Verteilung von Mitochondrien hauptsächlich in 
Clustern um den Zellkern im Zytoplasma mittels Mikroautographie detektiert (Delmon-
Moingeon et al. 1990).  
[99mTc]Tc-HMPAO 
Die prozentuale subzelluläre Verteilung von [99mTc]Tc-HMPAO entsprach annähernd der von 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-, wobei 6,7 % im Zellkern und 28,5 % in der Membran/Organellen-
Fraktion nach Inkubation über 4 h detektiert wurden. Fourré et al. (1992) beobachteten 
[99mTc]Tc-HMPAO mittels Sekundärionen-Massenspektrometer-Mikroskopie sowohl im 
Zytoplasma als auch im Zellkern von Leukozyten (Fourre et al. 1992). Sasaki et al. (1998) 
fanden die Hauptaktivität von [99mTc]Tc-HMPAO in den Mitochondrien (49 %) und im Zytosol 
(33 %), jedoch lediglich 5 % im Zellkern von Hirnzellen der Ratte (Sasaki et al. 1998). Costa et 
al. fanden mittels Ultrazentrifugation ebenfalls die Hauptaktivität von [99mTc]Tc-HMPAO im 
Zytosol (37,5 % - 45,3 %) und in den Organellen (54,7 % - 62,5 %) von Rattenhirnzellen (Costa 
et al., 1989). Damit unterschieden sich die in dieser Arbeit ermittelten Daten erheblich von den 
aus der Literatur für Hirnzellen bekannten. 
Limitationen des ProteoExtract®-Kits 
Da für die Fraktionierung von radioaktiven Proben kein Zugang zu einer Ultrazentrifuge 
bestand, wurde das ProteoExtract®-Kit eingesetzt. Dieses ermöglicht es, Proteine 
verschiedener zellulärer Kompartimente schrittweise aus adhärent wachsenden Zellen zu 
extrahieren. Dabei werden Proteinfraktionen aus dem Zytosol, den Membranen/Organellen, 
dem Zellkern und dem Zytoskelett aufgrund ihrer unterschiedlichen Löslichkeit in den 
eingesetzten Detergenzien gewonnen. Dies bedeutet, dass die intrazellulär akkumulierte 
Aktivität nur korrekt den einzelnen Kompartimenten zugeordnet werden kann, wenn die 
untersuchten [99mTc]Tc-Radiotracer eine Proteinbindung eingehen.  
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Anderenfalls ist es möglich, dass nicht proteingebundene [99mTc]Tc-Radiopharmaka bereits in 
vorangegangenen Extraktionsschritten aus ihrem eigentlichen Kompartiment ausgewaschen 
und damit in einer vorhergehenden Fraktion gemessen werden. Möglicherweise sind die 
bestimmten subzellulären Verteilungen der [99mTc]Tc-Radiopharmaka zugunsten der 
Zytosolfraktion und zulasten der Membran/Organellen- sowie der Zellkernfraktion verschoben. 
Für die Isolation von Kernproteinen wurde von Murray et al. nur eine geringe Spezifität des 
ProteoExtract®-Kits im Vergleich zur klassischen Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation 
berichtet (Murray et al., 2009). Die veröffentlichten Daten beziehen sich jedoch auf die 
Extraktion von Kernproteinen aus gefrorenem Gewebe von Leber sowie Herz und können nicht 
ohne Einschränkungen auf die hier vorgestellten Ergebnisse übertragen werden. Carvalho et 
al. berichteten ebenfalls, dass [99mTc]Tc-MIBI während der Fraktionierung und Zentrifugierung 
herausgewaschen werden kann und so die Resultate der intrazellulären Verteilung beeinflusst 
(Carvalho et al., 1992).  
Eine weitere Limitation des ProteoExtract®-Kits besteht darin, dass es keine getrennten 
Fraktionen für die Zellmembran und die restlichen Zellorganellen gibt, so dass die 
Membran/Organellen-Fraktion sehr viele intrazellulare Bestandteile der Zellen enthält, die nicht 
detailliert untersucht werden konnten. Eine der wenigen Alternative würde das Abcam's Cell 
Fractionation Kit (Standard) darstellen, jedoch werden die Zellen auch durch dieses Kit in 
lediglich 3 Proteinfraktionen – Mitochondien-, Zytoplasma- und Zellkern enthaltende Fraktion – 
aufgeteilt. Dadurch könnte lediglich die Mitochondrienfraktion im Vergleich zum 
ProteoExtract®-Kit besser analysiert werden, jedoch keine Trennung zwischen Zytosol und den 
restlichen Zellorganellen sowie der Zellmembran erfolgen. 
4.1.2.3 Untersuchung der Retention von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
Zur Abschätzung der Stärke der Bindung der untersuchten [99mTc]Tc-Radiotracer an die Zell-
bestandteile und zur Abschätzung eines möglichen zusätzlichen Dosisbeitrags nach dem Ende 
der Inkubationszeit durch intrazellulär verbliebene Restaktivität wurde das Ausstromverhalten 
der [99mTc]Tc-Radiopharmaka durch den „dosimetrischen Efflux“ untersucht.  
[99mTc]TcO4- 
[99mTc]TcO4- zeigte die geringste Retention der untersuchten [99mTc]Tc-Tracer. Mit der relativ 
hohen intrazellulären Retention von 52,0 % wurde nicht gerechnet, da [99mTc]TcO4- nicht 
organifiziert wird und sich durch die NIS-abhängige Aufnahme eine Gleichgewichtseinstellung 
zwischen dem intrazellulären Raum und dem Kulturmedium im Überstand ausbilden sollte. 
Andererseits korreliert die gesteigerte Retention gut mit der intrazellulären Verteilung von 
[99mTc]TcO4- in der Membran/Organellen-Fraktion und im Zellkern. In einer früheren Arbeit 
wurden bereits ähnliche Effekte bei der Untersuchung der Retention über 2 h von [99mTc]TcO4- 
in PCCl3-Zellen (40 %) gefunden (Freudenberg et al., 2014).  
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Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- zeigte die größte Retention (99,0 %) der untersuchten [99mTc]Tc-Tracer. 
Aufgrund des Mechanismus der intrazellulären Aufnahme von [99mTc]TcO4- nach Vorinkubation 
von Sn-PYP und der mittels ProteoExtract®-Kit nachgewiesenen starken Anreicherung in den 
Zellkompartimenten sowie der damit verbundenen starken Bindung an die Zellbestandteile 
entsprachen die Ergebnisse zur Retention von Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- den Erwartungen. 
Ähnliche Ergebnisse wurden auch bereits in früheren Untersuchungen an PCCl3-Zellen 
gefunden (Wunderlich et al., 2012).  
[99mTc]Tc-MIBI 
[99mTc]Tc-MIBI zeigte im Vergleich zu [99mTc]TcO4- eine etwas höhere Retention (77,4 %). In 
weiteren Untersuchungen wurde die Retention der [99mTc]Tc-Tracer durch mehrmaliges 
Mediumwechseln über 24 h analysiert, wobei [99mTc]Tc-MIBI die geringste Retention der 
untersuchten [99mTc]Tc-Tracer zeigte. Die geringe Retention lässt sich mit der geringsten 
Bindung an die Zellbestandteile erklären, da mittels ProteoExtract® gezeigt werden konnte, 
dass [99mTc]Tc-MIBI von allen untersuchten Tracern die geringste Akkumulation in der 
Membran/Organellen-Fraktion und im Zellkern hervorrief. 
[99mTc]Tc-HMPAO 
Aufgrund der vergleichbaren intrazellulären Verteilung von [99mTc]Tc-HMPAO im Vergleich zu 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- wurde wie erwartet eine ähnlich starke intrazelluläre Retention (94,4 %) 
nachgewiesen. Durch die lipophile Struktur lagert sich [99mTc]Tc-HMPAO an zytoplasmatische 
Proteine an (Costa et al., 1989). Frühere Untersuchungen belegten, dass sich 
[99mTc]Tc-HMPAO nach der intrazellulären Aufnahme in einen weniger lipophilen Komplex 
umwandelt und nicht mehr aus der Zelle heraus diffundieren kann (McAfee et al., 1987). 
4.1.3 Dosisberechnung 
Wie in 3.1.2 beschrieben wurden Monte-Carlo-Simulationen zur Bestimmung von zellulären 
S-Werten für die Dosiskalkulation5 durchgeführt. Es wurden S-Werte generiert, welche die 
Eigendosis (SSelf) und die Nachbarzelldosis (SCross) in Bezug auf verschiedene Quellvolumina 
berücksichtigen. Im Vergleich zu mittels MIRD-Formalismus generierten S-Werten (Goddu et 
al., 1997) für die Bestrahlung von Einzelzellen ist der generierte Wert SSelf nahezu identisch für 
den Zellkern, aber 11 % niedriger für das Zytoplasma und 16 % geringer für die Zelloberfläche 
als Quellvolumen. Einen größeren Einfluss hat die Dosis der umgebenden Zellen (SCross).  
                                               
5 Erstellt mit freundlicher Unterstützung durch Herrn Dr. R. Freudenberg 
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Wenn die Aktivität im Zellkern lokalisiert ist, beträgt das Verhältnis SCross/SSelf 0,08 und die 
Nachbarzellbestrahlung ist zu vernachlässigen. Dies ist damit zu begründen, dass die vom 
99mTc emittierten niederenergetischen Elektronen nur eine sehr geringe Reichweite haben.  
Die Untersuchungen zur intrazellulären Verteilung der 99mTc-Radiopharmaka haben ergeben, 
dass die Hauptaktivität der 99mTc-Tracer im Zytosol und in der Membran/Organellen-Fraktion 
lokalisiert ist und somit das Zytoplasma als hauptsächliches Quellvolumen angesehen werden 
kann. Aufgrund des relevantesten Dosisbeitrags von Elektronen mit hoher Energie (IC 2 K, 
119 keV, mit 8,4 %iger Wahrscheinlichkeit) mit einer Reichweite von bis zu 200 µm (Howell, 
1992) beträgt in diesem Fall das Verhältnis SCross/SSelf 2,26. Diese Dosissteigerung durch die 
Nachbarzellbestrahlung hebt die Bedeutung einer detaillierten Dosiskalkulation hervor. 
Dagegen konnte der Dosisbeitrag des extrazellulären radioaktiven Zellkulturüberstands (DEC) 
vernachlässigt werden, da die Bestrahlung von außerhalb der Zelle in weniger als 5 % der 
Gesamtdosis resultierte. 
Limitationen 
Limitationen liegen in den für die Monte-Carlo-Simulation getroffenen Annahmen. Es wurde 
davon ausgegangen, dass der Uptake der [99mTc]Tc-Tracer in allen Zellen gleich ist, die Zellen 
näherungsweise kugelförmig sind und eine identische Größe aufweisen. Auf Zellebene ist 
aufgrund der genannten Annahmen eine deutliche Heterogenität der erzielten Zellkerndosis zu 
erwarten. Weitere Limitationen sind einerseits Unsicherheiten in den Uptakekinetiken der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka, die für die Kalkulation der Anzahl der intrazellulären Zerfälle die 
Grundlage bildeten. Zwischen den Inkubationszeiten 8 h und 24 h fehlen weitere Wertepaare 
für eine genauere Integration der Uptakekinetik. Weiterhin wurde angenommen, dass für jede 
eingesetzte Aktivitätskonzentration die jeweilige Uptakekinetik einen identischen Verlauf 
aufweist wie die untersuchten 100 kBq/ml und 5 MBq/ml.  
Andererseits wurde bei der Dosiskalkulation stets von einer Bestrahlung der FRTL-5-Zellen 
über 24 h ausgegangen und es wurde angenommen, dass die intrazellulär aufgenommene 
Aktivität nach dem Ende der Inkubationszeit komplett entfernt wurde. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 h, d.h. nach 4 HWZ des 99mTc, verblieb eine geringe Restaktivität von 
6 % des inkubierten 99mTc. Dieser durch die intrazellulär nach der Applikation verbleibende 
Restaktivität der [99mTc]Tc-Radiopharmaka verursachte Dosisbeitrag wurde vernachlässigt. 
Aufgrund der Untersuchungen zur intrazellulären Verteilung und zum Ausstromverhalten kann 
abgeschätzt werden, dass bei Inkubation von [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-MIBI durch die 
jeweils geringere Retention im Gegensatz zu [99mTc]Tc-HMPAO und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- der 
zusätzliche Dosisbeitrag zur Gesamtdosis nur gering ist ( < 5 %) und damit bei der Kalkulation 
der Kerndosis von [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-MIBI ein geringerer Fehler auftrat.  
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4.1.4 Vergleich der Radiotoxizität der [99mTc]Tc-Radiopharmaka in FRTL-5-Zellen 
4.1.4.1 Strahlenbiologische Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf das klonogene 
Zellüberleben von FRTL-5-Zellen 
Durch den Koloniebildungsassay wird die proliferative Kapazität der durch ionisierende 
Strahlung geschädigten Zellen untersucht. Das klonogene Zellüberleben ist definiert als die 
Fähigkeit einer einzelnen Zelle, Kolonien mit mindestens 50 Einzelzellen zu bilden. Dadurch 
wird der experimentelle Endpunkt auf anhaltende mitotische Aktivität der untersuchten Zellen 
begrenzt, da auch klonogen inaktive Zellen nach der Schädigung noch einige wenige Mitosen 
durchlaufen können. 
Klonogenes Zellüberleben in Abhängigkeit von den eingesetzten Aktivitätskonzentrationen 
Das klonogene Zellüberleben der FRTL-5-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka bestimmt und in Abb. 23 bezogen auf die inkubierte Aktivitäts-
konzentration dargestellt. Für einen standardisierten Vergleich wurden mittels Regressions-
kurven die A37-Werte bestimmt (Tab. 7).  
Wie erwartet zeigte [99mTc]TcO4-/ ClO4- aufgrund der rein extrazellulären Bestrahlung der 
FRTL-5-Zellen die geringste Radiotoxizität im Vergleich zu den intrazellulär aufgenommenen 
Tracern. Bereits Wendisch et al. berichteten, dass in PCCl3-Zellen die Radiotoxizität von 
[99mTc]TcO4- durch die Hemmung des NIS durch Perchlorat stark herabgesetzt wurde 
(Wendisch et al., 2010). Die von [99mTc]TcO4-/ ClO4- bewirkte Radiotoxizität wurde bevorzugt 
durch höherenergetische Auger-Elektronen hervorgerufen, da die ebenfalls von 99mTc 
emittierten niederenergetischen Auger-Elektronen eine zu geringe Reichweite besitzen, um bei 
extrazellulärer Lokalisation direkte oder indirekte DNA-Schäden verursachen zu können. 
Bei Betrachtung der übrigen vier untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka ist deutlich sichtbar, 
dass eine intrazelluläre Aufnahme der Tracer das Zellüberleben maßgeblich reduziert. Durch 
die intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]TcO4- konnte die für eine Reduzierung des klonogenen 
Überlebens auf 37 % benötigte Aktivitätskonzentration von 114 MBq/ml für [99mTc]TcO4-/ ClO4- 
auf 1,1 MBq/ml gesenkt werden. Wendisch et al. berichteten ebenfalls von einer Steigerung 
der Radiotoxizität von [99mTc]TcO4- um den Faktor 10 bei intrazellulärer Akkumulation in 
PCCl3-Zellen (Wendisch et al., 2010). Weiterhin zeigen die Ergebnisse des 
Koloniebildungsassays, dass das Zellüberleben sowohl vom zellulären Gesamtuptake, als 
auch von der intrazellulären Verteilung abhängt (Tab. 7) und somit die strahlenbiologische 
Wirkung maßgeblich durch die unterschiedliche intrazelluläre Akkumulation des Auger-
Elektronen-Emitters 99mTc beeinflusst wird. Bei den Präparaten, die einen höheren 
Gesamtuptake als [99mTc]TcO4- zeigen, ist die ermittelte A37 erwartungsgemäß niedriger.  
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Aufgrund der geringen Wirksamkeit von extrazellulärem [99mTc]TcO4- in Gegenwart von 
Perchlorat kann die erhöhte Radiotoxizität von [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- nur durch die Emission von niederenergetischen Auger-Elektronen und 
damit durch eine lokale Dosiserhöhung und nicht durch die Emission von Gammastrahlung 
durch 99mTc erklärt werden. Eine Abhängigkeit der radiotoxischen Wirkung von der 
intrazellulären Radionuklid-Akkumulation konnte bereits für die ß-Strahler 131I (Carlin et al., 
2002) und 188Re (Willhauck et al., 2007) an NIS-transfizierten Tumorzellen und ebenfalls für 
den Auger-Elektronen-Emitter 99mTc an PCCl3-Zellen gezeigt werden (Wunderlich et al., 2012).  
Eine Ausnahme bildet hier die Behandlung mit [99mTc]Tc-MIBI. Obwohl ein höherer Uptake und 
eine verstärkte Anreicherung in den Zellkompartimenten im Vergleich zu [99mTc]TcO4- gezeigt 
werden konnte, wurde eine höhere Aktivitätskonzentration benötigt, um das Überleben auf 
37 % zu reduzieren. Ursachen für diese Diskrepanz könnten sowohl eine Überschätzung des 
Gesamtuptakes als auch Unsicherheiten bei der Untersuchung der intrazellulären Verteilung 
darstellen. 
Vergleich der Wirkung von [99mTc]TcO4-/ ClO4 und Röntgenstrahlung als Referenz  
Für [99mTc]TcO4-/ ClO4- wurde die extrazelluläre Bodendosis ermittelt und das klonogene 
Zellüberleben mit Röntgenstrahlung verglichen. Es wurde eine RBW von 0,7 berechnet. Dies 
bedeutet, dass für [99mTc]TcO4-/ ClO4- im Vergleich zum Röntgenstrahlung eine höhere 
extrazelluläre Dosis benötigt wird, um die gleiche strahlenbiologische Wirkung zu erzielen. In 
der Literatur beschrieben ist die Abhängigkeit der RBW vom biologischen Endpunkt, der Dosis 
sowie von der Strahlungsenergie und der Dosisleistung (Hill, 2004). Als Hauptursache für den 
beobachteten Effekt ist die unterschiedliche Dosisleistung der höherenergetischen Auger-
Elektronen von [99mTc]TcO4- und der Röntgenstrahlung anzusehen. Während mit der 
Röntgenröhre die Applikation der Dosis mit einer konstanten Dosisleistung von 1,32 Gy/min 
erfolgte, wurden die FRTL-5-Zellen über 24 h mit [99mTc]TcO4- zum Erreichen der Dosis 
bestrahlt (2,6 mGy/min). Durch die in dieser Zeit simultan zur Schadensentstehung 
stattfindende DNA-Reparatur ist die strahlenbiologische Wirkung von [99mTc]TcO4- geringer als 
die innerhalb von Minuten applizierter Röntgenstrahlung.  
Klonogenes Zellüberleben in Abhängigkeit von der mittleren Zellkerndosis 
Aufgrund der Bedeutung der Zellkerndosis für das Zellüberleben wurde diese zur besseren 
Vergleichbarkeit der Radiotoxizität der intrazellulär aufgenommenen [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
auf die mittlere kalkulierte Zellkerndosis bezogen. Die in Abb. 24 gezeigten DWK 
verdeutlichen, dass die einzelnen [99mTc]Tc-Radiotracer bei gleicher mittlerer Zellkerndosis 
unterschiedliche Wirkungen auf das klonogene Zellüberleben zeigten. Dies konnte auch 
anhand der ermittelten D37-Werte (Tab. 8) bestätigt werden.  
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[99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO zeigten keine Unterschiede in ihrer Wirkung auf das 
Zellüberleben, haben aber beide eine deutlich stärkere radiotoxische Wirkung als 
[99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. Eine Ursache für die geringere Radiotoxizität von 
[99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- bei gleicher mittlerer Zellkerndosis könnte eine 
Überschätzung der kalkulierten Zellkerndosis darstellen. Gründe hierfür können einerseits die 
bereits unter 4.1.2.2 diskutierten Schwächen der Untersuchung der intrazellulären Verteilung 
mittels ProteoExtract®-Kit und andererseits die bereits im Abschnitt 4.1.3 vorgestellten 
Limitationen der Dosiskalkulation sein.  
Tab. 12: Zellkerndosis (D37), die zur Reduzierung des Zellüberlebens auf 37 % führte 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
D37 (Gy) 3,6 ± 0,2 4,1 ± 0,6 13,6 ± 0,7 6,4 ± 1,1 
 
4.1.4.2 Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf die Induktion und Reparatur von 
DNA-Doppelstrangbrüchen in FRTL-5-Zellen 
Als zweite Methode zur Untersuchung der strahlenbiologischen Wirkung der [99mTc]Tc-Radio-
pharmaka wurde der γH2AX-Immunfluoreszenz-Assay zum Nachweis von DNA-DSB 
angewendet. Die DNA ist als wichtigster Angriffsort für die Zellschädigung durch ionisierende 
Strahlung anzusehen (Munro, 1970), da das Zellüberleben von der Erhaltung der Integrität 
ihrer DNA abhängt. DNA-DSB stellen die kritischsten Schäden der DNA dar, da die 
Reparatur im Vergleich zu ESB erschwert ist und bereits ein einziger nicht korrekt 
reparierter DNA-DSB zum Zelltod führen kann (Ataian und Krebs, 2006).  
Der γH2AX-Immunfluoreszenz-Assay stellt eine sensitive Methode zur Detektion von DNA-
DSB auf Einzelzellebene dar (Pilch et al., 2003). Dabei erfolgt der Nachweis von DNA-DSB 
indirekt durch die Detektion der Phosphorylierung des Histons H2AX. Das Histon H2AX ist ein 
Mitglied der H2A Proteinfamilie und ein Bestandteil des Histonoktamers in den Nukleosomen. 
Unmittelbar nach der Entstehung eines DNA-DSB läuft eine Signalkaskade zur 
schnellstmöglichen Reparatur des DNA-Schadens ab. Dabei wird parallel zur Aktivierung der 
Proteinkinase Ataxia telangiectasia-mutated (ATM) die DNA-Doppelhelix am DSB entwunden 
und das Histon H2AX in unmittelbarer Umgebung des DSB am Carboxy-terminalen Bereich 
des Ser139 phosphoryliert. Ausgehend von der unmittelbaren Umgebung des DNA-Schadens 
können bis zu mehrere Megabasen vom DNA-DSB entfernte Histone phosphoryliert werden 
(Rogakou et al., 1998; Sedelnikova et al., 2003). Dieses phosphorylierte Histon H2AX wird als 
γH2AX bezeichnet und dient der Rekrutierung weiterer Reparaturproteine an den Schadensort 
und der Zellzyklusregulation.  
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Es wird postuliert, dass die Anzahl der Foci direkt mit der Anzahl der DNA-DSB korreliert 
(Rogakou et al., 1998; Rothkamm und Lobrich, 2003; Sedelnikova et al., 2003; Takahashi und 
Ohnishi, 2005).  
Direkt nach dem Bestrahlungsende wurde die Anzahl der initialen γH2AX-Foci (Abb. 25A) zur 
Analyse der DNA-DSB Induktion bestimmt und nach einer zusätzlichen Reparaturzeit von 24 h 
die Anzahl der residualen γH2AX-Foci (Abb. 25B) zur Untersuchung der Reparatur der 
DNA-DSB ermittelt. Bei gleicher mittlerer Zellkerndosis zeigten sich unterschiedliche 
Wirkungen der untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf die Ausbildung von initialen und 
residualen γH2AX-Foci (Tab. 13).  
 
Tab. 13: Mittlere Anzahl der γH2AX-Foci bei Bestrahlung mit einer ausgewählten Zellkerndosis 
von 20 Gy (MW ± SEM) 
Anzahl Foci bei 
20 Gy [
99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- 
initial 22 ± 0,4 10 ± 0,3 5 ± 0,2 8 ± 0,3 
residual 11 ± 0,4 4 ± 0,2 2 ± 0,2 5 ± 0,3 
 
[99mTc]TcO4- induzierte im Vergleich zu 99mTc-HMPAO eine wesentlich höhere Anzahl initialer 
und residualer γH2AX-Foci, obwohl keine wesentlichen Unterschiede im klonogenen 
Zellüberleben zwischen diesen beiden [99mTc]Tc-Tracern festgestellt werden konnten. Eine 
Erklärung könnte in der unterschiedlichen Verteilung von [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO 
in extranukleären Targets liegen. [99mTc]Tc-HMPAO zeigt eine stärkere Anreicherung in der 
Membran/Organellen-Fraktion als [99mTc]TcO4-. Die Zellmembran und die Mitochondrien 
werden als weitere strahlensensible Bereiche der Zelle diskutiert (Yasui und Hofer, 1986; 
Santoro et al., 2009; Paillas et al., 2013).  
In guter Korrelation zu den Ergebnissen der Koloniebildung induziert [99mTc]Tc-MIBI die 
wenigsten γH2AX-Foci. Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- induzierte, in Korrelation mit dem Zellüberleben, 
weniger initiale γH2AX-Foci im Vergleich zu [99mTc]Tc-HMPAO. Jedoch konnten kaum 
Unterschiede in der Anzahl der residualen γH2AX-Foci dieser beiden [99mTc]Tc-Radiotracer 
festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass durch Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- verursachte 
DNA-Schäden schlechter repariert werden.  
Zur Darstellung der Reparaturkapazität der FRTL-5-Zellen, wurde in Abb. 26 der prozentuale 
residuale DNA-Schaden in Bezug zum initialen DNA-Schaden aufgetragen. Durch 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- induzierte DNA-DSB wurden deutlich schlechter repariert als die durch 
die übrigen untersuchten [99mTc]Tc-Tracer hervorgerufenen.  
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Durch die Bindung des nach der Sn-PYP-Vorbehandlung reduzierten [99mTc]TcO4- an die 
Zellbestandteile können verstärkt direkte Strahlenschäden wie schwer reparierbare komplexe 
DNA-Schäden entstehen. Beispiele für sogenannte DNA-Schadens-Cluster sind in 
unmittelbarer Nachbarschaft zum DNA-DSB vorliegende Basenschäden oder Schäden des 
Zucker-Phosphat-Rückrates (Georgakilas et al., 2013). 
Limitationen des γH2AX-Immunfluoreszenz-Assays 
Obwohl die Detektion des phosphorylierten Histons H2AX (γH2AX) als allgemein akzeptierter 
DNA-DSB-Marker gilt und angenommen wird, dass die Anzahl der γH2AX-Foci direkt mit der 
Zahl der DSB korreliert, wird der Zusammenhang zwischen der Rückbildung der nukleären 
Foci und der DSB-Reparatur kontrovers diskutiert. Es ist zu bedenken, dass es sich um eine 
indirekte Nachweismethode handelt und sowohl die Bildung als auch die Rückbildung von 
γH2AX Foci von genetischen Faktoren wie z.B. der heterogenen Verteilung des Histons H2AX 
im Zellkern oder der Expression von Protein-Phosphatasen abhängt (Bewersdorf et al., 2006; 
Lobrich et al., 2010). In Betracht zu ziehen ist außerdem die zeitliche Verzögerung zwischen 
der DSB-Entstehung und der Ausbildung sichtbarer Foci (Rothkamm und Horn, 2009). Des 
Weiteren können mehrere benachbarte Foci zu einem verschmelzen, was zu einer 
Unterschätzung der wahren Anzahl an DSB führt (Neumaier et al., 2012). Zusätzlich können 
γH2AX Foci bei der Bildung von Mikrokernen, bei Änderungen in der Chromatinstruktur oder im 
Verlauf der Replikation entstehen. Weiterhin ist zu beachten, dass die Foci Rückbildung nicht 
unbedingt mit der DNA-Reparatur korreliert, ein Teil der Foci scheint nach der Reparatur des 
DSB noch zu existieren (Falk et al., 2010). Deshalb sollte berücksichtig werden, dass die 
Bildung eines γH2AX Focus nicht in jedem Fall mit der Entstehung eines DSB assoziiert ist 
(Rothkamm et al., 2003; Lobrich et al., 2010; Rothkamm et al., 2015). 
Eine weitere Limitation des γH2AX-Immunfluoreszenz-Assays liegt in der visuellen Auszählung 
der γH2AX-Foci. Es besteht die Möglichkeit der Unterschätzung der Foci-Anzahl bei steigender 
Dosis durch die Bildung von Foci-Clustern, wodurch eine optische Auflösung der Einzelfoci 
erschwert wurde. Des Weiteren ist die visuelle Auswertung sehr subjektiv und kann von 
Auswerter zu Auswerter starken Abweichungen unterliegen (Runge et al., 2012). Deshalb 
wurden alle γH2AX-Foci-Werte von einer Person ausgezählt.  
4.1.4.3 Korrelation zwischen der Anzahl residualer γH2AX-Foci und dem klonogenen 
Zellüberleben 
Ein enger Zusammenhang zwischen der zellulären Radiosensitivität und der Anzahl residualer 
γH2AX Foci wurde in zahlreichen Studien untersucht (Cai et al., 2008; Menegakis et al., 2009; 
Oonishi et al., 2012).  
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Zum besseren Vergleich der Radiotoxizität der zu untersuchenden [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
wurde die Korrelation der Anzahl der residualen γH2AX-Foci und des klonogenen 
Zellüberlebens der FRTL-5-Zellen (Abb. 34) 24 h nach der Bestrahlung geprüft. Es wurde 
erwartet, dass eine Zunahme der Anzahl residualer γH2AX-Foci zu einer Abnahme der 
Überlebensfraktion der FRTL-5-Zellen führt.  
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Abb. 34: Korrelation zwischen der Anzahl der residualen γH2AX-Foci pro Zellkern und dem 
klonogenen Zellüberleben von FRTL-5-Zellen nach 24-stündiger Inkubation der 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka, MW ± SD (SF), SEM (Foci)  
Alle vier [99mTc]Tc-Radiotracer zeigten eine gute Korrelation des jeweiligen residualen DNA-
Schadens mit dem klonogenen Zellüberleben. Ähnliche Beobachtungen wurden von 
Menegakis et al. für Röntgenbestrahlung (Menegakis et al., 2009) und von Cai et al. für den 
Auger-Elektronen-Emitter 111In (Cai et al., 2008) beschrieben. 
[99mTc]Tc-HMPAO zeigte bei gleichem DNA-Schaden eine deutlich stärkere Reduktion des 
klonogenen Zellüberlebens im Vergleich zu den übrigen [99mTc]Tc-Tracern. Zwischen 
[99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- konnten keine wesentlichen 
Unterschiede erfasst werden. Dies weist darauf hin, dass [99mTc]Tc-HMPAO bei gleicher 
Anzahl von residualen DNA-DSB toxischer wirkt als [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-MIBI und 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. Eine Erklärung nach Georgakilas et al. könnte hierfür die durch direkte 
Strahlenwirkung verursachte Bildung komplexer DNA-Schäden sein. Eine starke Bindung von 
[99mTc]Tc-HMPAO an die Zellbestandteile begünstigt die Entstehung schwer zu reparierender 
geclusterter DNA-DSB (Georgakilas et al., 2013). Eine andere Erklärung besteht darin, dass 
nicht nur DNA-DSB im Zellkern die Zellinaktivierung einleiten können. Die Bestrahlung von 
radiosensitiven extranukleären Kompartimenten wie z.B. der Zellmembran oder der 
Mitochondrien können ebenfalls zum Zelltod führen. Die Anreicherung von [99mTc]Tc-HMPAO 
in der Membran/Organellen-Fraktion stützt diese Hypothese. 
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4.1.4.4 Vergleich der [99mTc]Tc-Radiopharmaka bezüglich ihrer Wirkung auf den 
Zellzyklus 
Eine gut charakterisierte Schadensantwort der Zelle auf einen DNA-Schaden ist die 
Verlangsamung oder der Arrest der Zellen im Zellzyklus, um Zeit für die DNA-Reparatur zu 
gewinnen (Sancar et al., 2004; Jeggo und Lobrich, 2006). Der Zellzyklusarrest spielt eine 
wichtige Rolle bei der Erhaltung der Integrität des Genoms. Die Regulation des Zellzyklus 
erfolgt über Cyclin-abhängige Kinasen und Cycline. Der Zellzyklus kann einerseits am 
Kontrollpunkt am G1/S-Übergang arretiert werden, um eine Replikation geschädigter DNA in 
der S-Phase zu verhindern. Andererseits kann am G2/M-Kontrollpunkt der Übergang von 
geschädigten Zellen in die Mitose verhindert werden. Somit wird die Weitergabe geschädigter 
DNA an Tochterzellen unterbunden und der Zelle Zeit gegeben, die DNA-DSB mittels HR 
sowie NHEJ zu reparieren. Dabei wird zwischen einem schnellen transienten Arrest bei 
Schäden, die in der G2-Phase eingetreten sind und einem verspäteten permanenten Arrest bei 
Schäden, die in einer früheren Phase entstanden sind unterschieden.  
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Wirkung der vier [99mTc]Tc-Radiopharmaka auf den 
Zellzyklus untersucht. Dabei konnte für alle untersuchten [99mTc]Tc-Radiopharmaka ein 
dosisabhängiger Anstieg der Zellen in der G2/M-Phase detektiert werden. In guter 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Koloniebildungsassays zeigten [99mTc]TcO4- und 
[99mTc]Tc-HMPAO in Abhängigkeit von der applizierten Kerndosis den deutlichsten Zuwachs 
an Zellen in der G2/M-Phase, während für [99mTc]Tc-MIBI die geringsten Effekte zu beobachten 
waren. Dies bedeutet, dass [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO den am stärksten 
ausgeprägten G2- Arrest bewirkten. 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Applikation ionisierender Strahlung bei den meisten 
Zellen zu einem Arrest in der G2-Phase führt (Bernhard et al., 1995). Es konnte die Initiierung 
des G2-Arrests durch den Auger-Elektronen-Emitter I125 gezeigt werden (Piron et al., 2014). Die 
Aktivierung des regulatorischen G2/M-Checkpoints erfolgt erst ab 10 bis 20 DSB, so dass 
Zellen mit geringerem DNA-Schaden im Zellzyklus voranschreiten können, bevor die 
Reparatur ihrer Schäden beendet werden konnte (Deckbar et al., 2011).  
4.1.5 Zusammenfassende Betrachtung und Einschätzung der strahlenbiologischen 
Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka 
[99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO zeigten keine wesentlichen Unterschiede in ihrer Wirkung 
auf das klonogene Zellüberleben und auf den Zellzyklus. Jedoch bewirken sie eine wesentlich 
stärkere Reduzierung des klonogenen Überlebens und einen stärkeren Arrest in der G2-Phase 
des Zellzyklus als [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-, wobei [99mTc]Tc-MIBI bei allen 
drei untersuchten biologischen Endpunkten die geringste Wirkung zeigte.  
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Obwohl [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO den gleichen Einfluss auf das Zellüberleben 
zeigten, induzierte [99mTc]Tc-HMPAO nur die Hälfte der γH2AX-Foci im Vergleich zu 
[99mTc]TcO4-. Dies bedeutet, dass trotz geringerem DNA-Schaden eine vergleichbare 
radiotoxische Wirkung resultierte. 
Aufgrund der kurzen Reichweite der Auger-Elektronen (< 200 nm) führt die intrazelluläre 
Applikation von [99mTc]Tc-Radiopharmaka zur lokalen Energiedeposition am Zerfallsort. Für 125I 
wurde beschrieben, dass bereits geringfügige Unterschiede in der Distanz zwischen dem 
zerfallenden Radionuklid und der DNA die radiobiologische Wirkung des Auger-Elektronen-
Emitters merklich beeinflussen kann (Balagurumoorthy et al., 2012). Die strahlenbiologische 
Wirkung der [99mTc]Tc-Radiopharmaka ist damit von der intrazellulären Aufnahme und der 
intrazellulären Lokalisation abhängig. Dabei steht die Dosisverteilung in der Zelle in engem 
Zusammenhang mit der Verteilung der Aktivität in der Zelle. Die Dosis in zellulären 
Kompartimenten, z. B. der Zellmembran oder anderen Organellen ist beträchtlich höher als die 
mittlere Dosis im Zytoplasma, wenn 99mTc an diese Zellbestandteile bindet.  
Eine Möglichkeit der Erklärung der stärkeren Reduzierung des klonogenen Zellüberlebens bei 
gleichem DNA-Schaden stellt die verstärkte Anreicherung von [99mTc]Tc-HMPAO in 
extranukleären strahlensensitiven Kompartimenten der Zelle dar. Dies könnten zum Beispiel 
die Zellmembran, die Mitochondrien oder die Lysosomen sein, die durch [99mTc]Tc-HMPAO 
stärker geschädigt wurden als durch [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-MIBI und Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. 
Diese Zellkompartimente könnten entweder durch direkten Funktionsverlust oder durch das 
Auslösen von Apoptose strahlensensitiv sein. Für [99mTc]Tc-MIBI wurde eine hohe Affinität zu 
den Mitochondrien von Myocyten beschrieben (Arbab et al., 1998). Jedoch zeigten die in 
dieser Arbeit vorgestellten Daten zur intrazellulären Verteilung von [99mTc]Tc-MIBI lediglich 
eine geringe Anreicherung in der Membran/Organellen-Fraktion, die die Mitochondrien 
beinhaltet. Dies könnte mit den Unterschieden im Energiemetabolismus von FRTL-5-Zellen im 
Vergleich zu Myocyten erklärt werden.  
Ein weiteres mögliches strahlensensitives Zellkompartiment stellt die Zellmembran dar. Einige 
Arbeitsgruppen haben bereits die strahlenbiologische Wirkung von Verbindungen, die mit dem 
Auger-Elektronen-Emitter 125I markiert wurden, in Abhängigkeit von der intrazellulären 
Verteilung untersucht (Yasui und Hofer, 1986; Kassis et al., 1987; Pouget et al., 2008). In guter 
Übereinstimmung mit früheren Versuchen zum 99mTc wurde von Pouget et al. beschrieben, 
dass Zerfälle von 125I im Zellkern eine stärkere Wirkung als bei 125I-Lokalisation im Zytoplasma 
oder an der Zellmembran von Tumorzellen zeigten. Jedoch wurde bei Bindung von 125I-
markierten Liganden an die Zellmembran eine signifikant höhere Toxizität im Vergleich zur 
Verteilung des 125I im Zytoplasma erreicht. Diese Untersuchungen deuteten darauf hin, dass 
mit Auger-Elektronen-Emitter markierte Radiopharmaka eine radiotoxische Wirkung aufweisen, 
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wenn sie ein radiosensitives Zelltarget wie die nukleäre DNA oder die Zellmembran 
adressieren.  
Das Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit bildete deshalb die Adressierung der 
Zellmembran als Target für einen [99mTc]Tc-markierten Antikörper.  
4.2 Charakterisierung der intrazellulären Zellaufnahme und der radiobiologischen 
Wirkung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in A431-Zellen 
Zur Adressierung der Zellmembran mit einem [99mTc]Tc-Radiotracer wurde die Bindung des 
[99mTc]Tc-markierten Cetuximab-Antikörpers ([99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-
Tc(CO)3) an den EGFR von A431-Zellen entsprechend Hinweisen aus der Literatur (Cai et al., 
2008; Ingargiola et al., 2012; Saki et al., 2012) untersucht, da eine spezifische Markierung der 
Zellmembran der EGF-Rezeptor-negativen FRTL-5-Zellen mit den zur Verfügung stehenden 
konventionellen [99mTc]Tc-Radiopharmaka nicht möglich war. Mittels Koloniebildungsassay 
wurde die Radiotoxizität in Abhängigkeit von der Lokalisation von [99mTc]Alexa(488)-C225-
Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 (Membran) mit der intrazellulären Bestrahlung mit [99mTc]Tc-HMPAO 
(Zytoplasma) und der extrazellulären Bestrahlung mit [99mTc]TcO4- verglichen. 
4.2.1 A431-Zellen als verwendetes biologisches System 
Die A431-Zelllinie stellt eine Plattenepithelkarzinomzelllinie mit einer extrem hohen 
Überexpression des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR, ≈ 2 x 106 Moleküle pro 
Zelle) auf ihrer Zellmembran dar (Haigler et al., 1978; Kawamoto et al., 1983; Goldstein et al., 
1995). A431-Zellen wurden bereits häufig für Untersuchungen zur Bindung von Liganden an 
den EGFR und zur Internalisierung von EGF-EGFR-Komplexen verwendet (Saker et al., 2013; 
Hsu et al., 2015; Kruwel et al., 2016).  
4.2.2 Uptake-Untersuchungen verschiedener [99mTc]Tc-Radiopharmaka an A431-
Zellen 
Die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der intrazellulären Aufnahme (Abb. 29) und im Uptake 
nach 24 h in Abhängigkeit von der eingesetzten Aktivitätskonzentration (Tab. 9) können durch 
unterschiedliche Uptakemechanismen der eingesetzten [99mTc]Tc-Radiotracer erklärt werden.  
[99mTc]-Pertechnetat ([99mTc]TcO4-) 
Im Gegensatz zu den im ersten Versuchsteil verwendeten FRTL-5-Zellen exprimieren die 
A431-Zellen nicht den Natrium-Iodid-Symporter. Es konnte keine intrazelluläre Anreicherung 
von [99mTc]TcO4- erreicht werden, dadurch kommt es zur ausschließlich extrazellulären 
Bestrahlung der A431-Zellen. Dies zeigt auch der ermittelte maximale Uptake von 0,01 %.  
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[99mTc]Tc-HMPAO 
Wie bereits im Abschnitt 4.1.2.1 diskutiert, handelt es sich bei [99mTc]Tc-HMPAO um einen 
lipophilen und elektrisch neutralen Molekülkomplex (Nowotnik et al., 1985), der mittels passiver 
Diffusion über die Zellmembran transportiert wird. Dadurch verläuft die intrazelluläre Aufnahme 
von [99mTc]Tc-HMPAO unabhängig von zellulären Transportsystemen und [99mTc]Tc-HMPAO 
kann auch in NIS-negativen Zellen als intrazellulärer Marker eingesetzt werden. Der Uptake 
von [99mTc]Tc-HMPAO in A431-Zellen war ca. fünfmal höher als in FRTL-5-Zellen (10,1 % vs. 
2,1 % nach 1 h). Eine Erklärung für den höheren Uptake von [99mTc]Tc-HMPAO in A431-Zellen 
im Vergleich zu den FRTL-5-Zellen ergibt sich aus den morphologischen Eigenschaften der 
beiden Zelllinien. Bei Betrachtung der Zelle als konzentrische Kugel zeigt sich, dass A431-
Zellen eine dreifach größere Zelloberfläche besitzen als FRTL-5-Zellen und dass das Volumen 
der A431-Zelle um den Faktor 5 größer ist. Bei der maximal eingesetzten 
Aktivitätskonzentration von 10 MBq/ml konnte noch keine Sättigung der A431-Zellen erreicht 
werden.  
[99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 
Der eingesetzte [99mTc]Tc-markierte anti-EGFR Antikörper Cetuximab ([99mTc]Tc-C225) zeigte 
eine schnellere intrazelluläre Aufnahme als [99mTc]Tc-HMPAO und erreichte nach 4 h einen 
Uptake von 34,1 %. Der Uptake verringerte sich nach 24 h auf 20,6 %.  
Zusätzlich wurde der Uptake nach 24 h Inkubationszeit in Abhängigkeit von der inkubierten 
Aktivitätskonzentration untersucht. Im Gegensatz zum Uptake von 99mTc-HMPAO zeigte 
[99mTc]Tc-C225 mit steigender inkubierter Aktivitäts- und Antikörperkonzentration eine 
deutliche Verringerung des prozentualen relativen Uptakes. Dies lässt sich durch das 
Erreichen der Sättigung der EGF-Rezeptoren der A431-Zellen erklären. 
4.2.3 Untersuchung der intrazellulären Verteilung von [99mTc]Tc-Radiopharmaka in 
A431-Zellen 
Da in diesem Abschnitt der Arbeit der Fokus auf der Adressierung der Zellmembran lag, 
wurden die verwendeten Methoden zur Untersuchung der intrazellulären Verteilung angepasst. 
Zur Untersuchung der Membranbindung (Abb. 30) der eingesetzten [99mTc]Tc-Radiotracer 
wurde der Glycin-Puffer eingesetzt und zur Analyse des Kernuptakes (Abb. 31) der Nuclei-Kit, 
da mittels ProteoExtract®-Kit nicht zwischen einer Membranbindung und einer Anreicherung in 
den Zellorganellen unterschieden werden kann. Der Nuclei-Kit erlaubt auf einfache Art die 
Isolierung der Zellkerne und basiert nicht auf der Extraktion der Kernproteine. Es war davon 
auszugehen, dass der Nuclei-Kit somit weniger Limitationen unterliegt.  
Die Bindung von [99mTc]Tc-HMPAO an die Zellmembran von A431-Zellen konnte mit 0,2 % 
vernachlässigt werden.   
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[99mTc]Tc-HMPAO zeigte aber einen über die Untersuchungszeit recht stabilen Kernuptake von 
16,3 % nach 4 h, der im Vergleich zu dem von FRTL-5-Zellen um den Faktor 2,4 höher war. 
Dies kann einerseits anhand von morphologischen Unterschieden der beiden Zelllinien und 
andererseits durch die Limitationen des ProteoExtract®-Kits erklärt werden. [99mTc]Tc-HMPAO 
ist damit als ausschließlicher Zytoplasmamarker ungeeignet. [99mTc]Tc-C225 weist nach einer 
einstündigen Inkubation eine Membranbindung von nur 10 % auf. Die Membranbindung nimmt 
mit der Zeit ab, nach 4 h beträgt sie noch 7,6 % und nach 24 h lediglich 1,9 %. Diese Abnahme 
der Membranbindung zeigt im Zusammenhang mit dem über die Zeit steigenden 
Gesamtuptake, dass [99mTc]Tc-C225 wie in der Literatur für Cetuximab beschrieben in den 
A431-Zellen internalisiert wird (Burtness, 2005) und dass lediglich bei sehr kurzen 
Inkubationszeiten von einer spezifischen Zellmembranmarkierung gesprochen werden kann. 
Daher ist bei der in dieser Arbeit durchgeführten Inkubation bei 37 °C über 24 h im 
Wesentlichen von einer intrazellulären Verteilung auszugehen.  
Zusätzlich wurde die Anreicherung von [99mTc]Tc-C225 im Zellkern mittels Nuclei-Kit 
untersucht, wobei nach 4 h Inkubation der maximale Kernuptake von 27,2 % detektiert wurde, 
welcher nach 24 h auf 5,8 % absank. Damit zeigt [99mTc]Tc-C225 einen deutlichen Uptake im 
Zellkern und ist bei den hier verwendeten Versuchsbedingungen ein Marker für das 
Zytoplasma und den Zellkern, jedoch kein Membranmarker. 
4.2.4 Untersuchung der strahlenbiologischen Wirkung auf das klonogene 
Zellüberleben von [99mTc]Tc-Radiotracern in A431-Zellen  
Zur Untersuchung der strahlenbiologischen Wirkung von [99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-HMPAO und 
[99mTc]Tc-C225 wurde der Koloniebildungsassay durchgeführt. Aufgrund der rein 
extrazellulären Bestrahlung durch [99mTc]TcO4- konnte nur eine sehr geringe Radiotoxizität 
nachgewiesen werden (Abb. 32), die vorwiegend durch höherenergetische Auger-Elektronen 
des 99mTc bedingt ist. Bezogen auf die Aktivitätskonzentration zeigte [99mTc]Tc-C225 im 
Vergleich zu [99mTc]Tc-HMPAO (Abb. 32) nur eine geringe Radiotoxizität. Bei der maximal 
eingesetzten Aktivitätskonzentration von 12,5 MBq/ml an [99mTc]Tc-C225 betrug die 
Überlebensfraktion 41,2 %.  
Für einen besseren Vergleich der Radiotoxizität von [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]Tc-C225 
erfolgte die Kalkulation der Zellkerndosis auf Grundlage der durchgeführten Untersuchungen 
zum Uptake und zur intrazellulären Verteilung. Bedingt durch die Abnahme des relativen 
Uptakes bei steigender Aktivitäts- und Antikörperkonzentration von [99mTc]Tc-C225 resultierte 
bei gleicher Aktivitätskonzentration eine wesentlich geringere mittlere absorbierte Zellkerndosis 
als bei Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO (Tab. 10).  
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Der Vergleich des klonogenen Zellüberlebens bezogen auf die mittlere Zellkerndosis (Abb. 33) 
ergab keine Unterschiede in der radiobiologischen Wirkung zwischen [99mTc]Tc-HMPAO und 
[99mTc]Tc-C225. Dies verdeutlichen ebenfalls die ermittelten D37-Werte (Tab. 11). 
Als Referenz zur EGFR-überexprimierenden A431-Zelllinie wurde das klonogene Zellüber-
leben von [99mTc]Tc-C225 an der EGFR-negativen Zelllinie MDA-MB-435S untersucht. Es 
wurde wie erwartet eine zur extrazellulären Bestrahlung mit [99mTc]TcO4- vergleichbare 
radiotoxische Wirkung detektiert. Damit konnte die Hypothese bestätigt werden, dass 
[99mTc]Tc-C225 in EGFR-positiven Zellen eine stärkere radiobiologische Wirkung auf das 
Zellüberleben hervorgerufen hat als in EGFR-negativen Zellen. 
Aufgrund der im Vergleich zu [99mTc]Tc-HMPAO geringen absorbierten Zellkerndosis und der 
geringen Wirkung von [99mTc]Tc-C225 auf das klonogene Zellüberleben wurde auf eine 
Untersuchung der Induktion und Reparatur von DNA-DSB mit dem γH2AX-Immunfluoreszenz-
Assay sowie auf die Analyse der Wirkung auf den Zellzyklus verzichtet.  
4.2.5 Zusammenfassende Betrachtung zur Untersuchung der Strahlensensitivität der 
Zellmembran mittels [99mTc]Tc-C225 
In zahlreichen früheren Arbeiten zur Adressierung des EGF-Rezeptors mit radiomarkierten 
Liganden des EGFR oder mit gegen den EGFR gerichteten Antikörpern wurde eine stärkere 
Radiotoxizität im Vergleich zur extrazellulären Verteilung der verwendeten Radionuklide 
gezeigt. In der Arbeit von Cai et. al konnte gezeigt werden, dass intrazellulär von EGFR-
überexprimierenden Zelllinien aufgenommenes [111In]In-DTPA-hEGF deutlich mehr DNA-DSB 
hervorrief als EGFR-negative Zellen (Cai et al., 2008). Des Weiteren wurde gezeigt, dass mit 
dem β--Strahler 90Yttrium markiertes Cetuximab ([90Y]Y-C225) das Überleben von EGFR-
positiven Plattenepithelkarzinomzellen effektiv reduziert werden konnte, was gut mit der Anzahl 
nicht reparierter DNA-DSB und der EGFR-Expression korrelierte (Saker et al., 2013). Diese 
Effekte konnten durch die Kombination von interner Bestrahlung mit [90Y]Y-C225 und externer 
Bestrahlung zusätzlich gesteigert werden (Eke et al., 2014; Ingargiola et al., 2014). 
In diesen Arbeiten wurden jedoch weder der Gesamtzelluptake noch die Kinetik der 
Membranbindung der verwendeten Tracer untersucht, so dass keine Aussagen zur 
Internalisierung getroffen werden konnten. Da jedoch aus der Literatur bekannt ist, dass der 
EGF-Rezeptor nach Bindung seiner Liganden internalisiert (Harding und Burtness, 2005; 
Tomas et al., 2014), ist davon auszugehen, dass die in der genannten Literatur beschriebenen 
Wirkungen durch den radioaktiven Zerfall im Zytoplasma hervorgerufen wurden.  
Anhand der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse konnte eine Verstärkung der 
radiotoxischen Effekte von [99mTc]Tc-C225 an A431-Zellen im Vergleich zur ausschließlich 
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extrazellulären Verteilung von [99mTc]TcO4- gezeigt werden. Jedoch konnten keine 
Unterschiede in der strahlenbiologischen Wirkung von [99mTc]Tc-HMPAO und von 
[99mTc]Tc-C225 beobachtet werden. Damit sind keine Rückschlüsse auf die Strahlensensitivität 
der Zellmembran möglich. 
Limitationen von [99mTc]Tc-C225 
Eine Einschränkung lag darin, dass durch die Modifikationen des Cetuximab-Antikörpers durch 
Kopplung mit Alexa(488) und dem radiomarkierbaren Linker die Affinität zum EGFR im 
Vergleich zum ursprünglichen Cetuximab-Antikörper herabgesetzt wurde. Durch eine alleinige 
Markierung des Antikörpers mit 99mTc könnte die Affinität verbessert werden. Zudem würde ein 
Verzicht auf die Kopplung des Fluorochroms Alexa(488) an den Antikörper durch Bindung von 
zusätzlichen Bindungsstellen für 99mTc eine Steigerung der Markierungsausbeute und damit 
das Erzielen einer höheren Dosis ermöglichen. Jedoch beschäftigte sich ein weiteres Projekt 
mit dem Nachweis der Bindung von [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 an den 
EGFR mit Fluoreszenzmikroskopie, wofür zur besseren Vergleichbarkeit der gewonnenen 
Ergebnisse für beide Arbeiten die duale Sonde [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-
Tc(CO)3 verwendet wurde. 
Die in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen ergaben eine über die Inkubationszeit 
abnehmende Membranbindung von [99mTc]Tc-C225. Für eine spezifische Bestrahlung der 
Zellmembran wäre eine Begrenzung der Inkubationszeit auf wenige Minuten nötig, da auch 
über Live-Cell-Mikroskopie eine rasche Internalisierung des Antikörpers beobachtet werden 
konnte. Eine derart kurze Inkubationszeit hätte wiederum zur Folge, dass keine relevante 
Dosis erzielt werden könnte, da nur sehr wenige Zerfälle des 99mTc in dieser kurzen Zeitspanne 
stattfinden würden.  
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4.3 Ausblick 
Zusätzlich zu der hier vorgestellten Arbeit6 wurde im Rahmen eines DFG-Projekts in zwei 
weiteren Arbeiten die Radiotoxizität von radiomarkierten Fluoreszenzsonden untersucht. Zum 
einen wurden zwei [99mTc]Tc- und Alexa(488)- konjugierte Kernlokalisierungssequenzen als 
Carriersysteme für den Transport von 99mTc in den Zellkern entwickelt und zum anderen 
wurden [99mTc]Tc-markierte DAPI-Derivate zur Untersuchung des therapeutischen Potentials 
von 99mTc bei direkter Bindung an die DNA eingesetzt. Eine spezifische Adressierung des 
Zellkerns oder die ausschließliche Bindung eines [99mTc]Tc-markierten Tracers an die nukleäre 
DNA ist jedoch nicht gelungen. Es konnte aber eine direkte Interaktion von [99mTc]Tc-Hynic-
DAPI mit Plasmid-DNA und demzufolge eine im Vergleich zu [99mTc]TcO4- erhöhte 
Radiotoxizität nachgewiesen werden. Deshalb sollten zukünftig weitere spezifische [99mTc]Tc-
markierbare Tracer für die Adressierung des Zellkerns und der DNA entwickelt werden. 
Zur weiteren Untersuchung der Strahlensensitivität der Zellmembran wären weiterführende 
Experimente notwendig. Einerseits könnte die Verkürzung der Inkubationszeit auf wenige 
Minuten zu einer spezifischen Bestrahlung der Zellmembran führen. Um dabei eine 
ausreichende Dosis zu erreichen, sollten die Zellen nach einer Inkubationszeit von 5 min für 
48 h eingefroren werden und anschließend der Koloniebildungsassay durchgeführt werden.  
Andererseits sind weitere Arbeiten zur Entwicklung eines [99mTc]Tc-markierbaren spezifischen 
Membranmarkers notwendig, um zu klären, ob es sich bei der Zellmembran um ein 
strahlensensitives Target handelt.  
Ein interessanter Ansatz zur intrazellulären Akkumulation von 99mTc würde die Entwicklung von 
zellgängigen und Kompartiment spezifischen radiomarkierten Nanopartikeln darstellen.  
 
Dosimetrische Betrachtungen an den als Modellsystem dienenden FRTL-5- und A431-Zellen 
deuten darauf hin, dass aufgrund ungenügender Anreicherung eine therapeutische Wirkung 
der Auger-Elektronen im Tumorgewebe eher unrealistisch ist. Damit sollte aus gegenwärtiger 
Sicht die klinische Anwendung von 99mTc auf den diagnostischen Einsatz beschränkt bleiben. 
Jedoch kann 99mTc als Auger-Elektronen-Emitter bei spezifischer Anreicherung in definierten 
Zellkompartimenten als Nano-Tool zur Erforschung der Strahlensensitivität einzelner 
Zellbestandteile eingesetzt werden. 
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5 Zusammenfassung 
Einleitung/ Zielstellung 
Zusätzlich zur Gammastrahlung emittiert 99mTc ca. 5 niederenergetische Auger-Elektronen mit 
Reichweiten von wenigen Nanometern im Gewebe. Diese haben für die nuklearmedizinische 
Diagnostik keine Bedeutung. Es wird jedoch über eine therapeutische Nutzung diskutiert, 
wofür eine Anreicherung der Auger-Elektronen-Emitter in einem strahlensensitiven Zell-
kompartiment erforderlich ist. 
Ziel der Arbeit1 war es, verschiedene [99mTc]Tc-Radiopharmaka hinsichtlich ihres 
Uptakeverhaltens, der subzellulärer Verteilung und des Retentionsverhaltens in vitro zu 
untersuchen, sowie die mutmaßlich durch den Auger-Effekt hervorgerufene Radiotoxizität der 
[99mTc]Tc-markierten Radiopharmaka zu vergleichen und die gewonnenen Ergebnisse in 
Hinblick auf potentielle extranukleäre strahlensensitive Targets zu interpretieren. 
Material und Methode 
Durchgeführt wurden die Versuche im ersten Abschnitt der Arbeit an Natrium-Iodid-Symporter 
(NIS)-positiven FRTL-5-Schilddrüsenzellen. Von [99mTc]-Pertechnetat ([99mTc]TcO4-), 
[99mTc]TcO4- nach Vorinkubation von Perchlorat ([99mTc]TcO4-/ ClO4-), [99mTc]Tc-Hexakis-2-
Methoxyisobutylisonitril ([99mTc]Tc-MIBI), [99mTc]Tc-Hexamethyl-Propylenaminoxim 
([99mTc]Tc-HMPAO) und [99mTc]TcO4- nach Vorinkubation von Zinn-Pyrophosphat 
(Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-) wurden die intrazelluläre Radionuklidaufnahme und die subzelluläre 
Verteilung untersucht. Basierend auf den Ergebnissen dieser Versuche wurde die mittlere 
absorbierte Zellkerndosis kalkuliert. Zur Beurteilung der strahlenbiologischen Wirkung wurde 
das klonogene Zellüberleben mit der Anzahl residualer γH2AX-Foci (DNA-Schaden) verglichen 
und die Wirkung der [99mTc]Tc-Tracer auf den Zellzyklus von FRTL-5-Zellen untersucht. 
Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde an EGFR-positiven A431-Zellen die radiotoxische 
Wirkung in Abhängigkeit von der intrazellulären Lokalisation von [99mTc]Alexa(488)-C225-
Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 ([99mTc]Tc-C225), [99mTc]Tc-HMPAO und [99mTc]TcO4- auf das 
klonogene Zellüberleben untersucht. 
Ergebnisse und Diskussion 
Aufgrund verschiedener Uptakemechanismen zeigte jedes der untersuchten 
[99mTc]Tc-Radiopharmaka Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Uptakekinetik.  
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Durch Blockierung des NIS durch ClO4- konnte eine intrazelluläre Aufnahme von [99mTc]TcO4- 
verhindert werden, wogegen durch Vorinkubation mit Sn-PYP die zelluläre Aufnahme von 
[99mTc]TcO4- um das 22-fache gesteigert wurde. [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]Tc-HMPAO wurden 
aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften unabhängig vom NIS passiv in die Zelle transportiert.  
Die Untersuchung der intrazellulären Verteilung ergab für [99mTc]Tc-HMPAO und 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- eine vergleichbar hohe Anreicherung in der Membran/Organellen-
Fraktion sowie in der Zellkernfraktion. Von [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-MIBI wurde die 
Hauptaktivität in der Zytosol-Fraktion und nur geringe Anteile in der Membran/Organellen-
Fraktion sowie in der Zellkernfraktion nachgewiesen. In guter Übereinstimmung zur 
subzellulären Verteilung zeigten Sn-PYP/ [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO eine fast 
vollständige, hingegen [99mTc]Tc-MIBI und [99mTc]TcO4- nur eine geringe Retention.  
Aufgrund der genannten Unterschiede wurde bei gleicher inkubierter Aktivitätskonzentration 
folgende Reihenfolge der resultierenden Zellkerndosis ermittelt: [99mTc]TcO4- < [99mTc]Tc-MIBI 
< [99mTc]Tc-HMPAO < Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. 
[99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO zeigten eine ähnliche Wirkung auf das klonogene 
Zellüberleben und auf den Zellzyklus. Jedoch bewirken sie eine wesentlich stärkere 
Reduzierung des Überlebens und einen stärkeren G2-Arrest als [99mTc]Tc-MIBI und 
Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-, wobei [99mTc]Tc-MIBI bei allen drei untersuchten biologischen 
Endpunkten die geringste Wirkung zeigte. Bei einer vergleichbaren Reduktion des 
Zellüberlebens von [99mTc]TcO4- und [99mTc]Tc-HMPAO induzierte [99mTc]Tc-HMPAO lediglich 
die Hälfte der γH2AX-Foci im Vergleich zu [99mTc]TcO4-. Die trotz geringerem DNA-Schaden 
vergleichbare radiotoxische Wirkung zeigte, dass das klonogene Zellüberleben nicht allein vom 
DNA-Schaden abhängt. Daraus folgt, dass es außer der Kern-DNA noch weitere 
strahlensensitive Kompartimente gibt, die durch [99mTc]Tc-HMPAO stärker geschädigt wurden 
als von den anderen untersuchten [99mTc]Tc-Tracern.  
Ein mögliches extranukleäres strahlensensitives Target ist die Zellmembran, so dass im 
zweiten Teil der Arbeit zur Überprüfung der Radiosensitivität der Zellmembran die 
radiotoxische Wirkung von [99mTc]Tc-C225 an EGFR-positiven A431-Zellen untersucht wurde.  
[99mTc]Tc-C225 wurde über den EGFR und [99mTc]Tc-HMPAO aufgrund seiner Lipophilie durch 
Diffusion intrazellulär aufgenommen. [99mTc]TcO4- dagegen zeigte keine intrazelluläre 
Aufnahme in die NIS-negativen Zellen und wurde als Referenz für eine extrazelluläre 
Bestrahlung verwendet. 
[99mTc]Tc-C225 wies nach einstündiger Inkubation eine Membranbindung von lediglich 10 % 
auf, die im Laufe von 24 h auf 1,9 % absank. Dies zeigte, dass [99mTc]Tc-C225 rasch in den 
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A431-Zellen internalisiert wurde und dass nur bei sehr kurzen Inkubationszeiten von einer 
spezifischen Zellmembranmarkierung gesprochen werden kann. [99mTc]Tc-HMPAO ging keine 
Bindung an die Zellmembran ein. Weiterhin wurde bei der Inkubation steigender Aktivitäts- und 
Antikörperkonzentrationen von [99mTc]Tc-C225 eine Sättigung des EGFR beobachtet, woraus 
eine wesentlich geringere Zellkerndosis als bei Inkubation von [99mTc]Tc-HMPAO resultierte.  
Im Vergleich des klonogenen Zellüberlebens zeigten [99mTc]Tc-C225 und [99mTc]Tc-HMPAO 
bei gleicher Zellkerndosis keine Unterschiede in der radiobiologischen Wirkung. Somit konnte 
lediglich eine Verstärkung der radiotoxischen Effekte von [99mTc]Tc-C225 an A431-Zellen im 
Vergleich zur ausschließlich extrazellulären Verteilung von [99mTc]TcO4- gezeigt werden.  
Schlussfolgerung 
Die Untersuchung der radiotoxischen Wirkung von [99mTc]Tc-C225 ermöglichte bei den 
angewendeten Versuchsbedingungen keine Rückschlüsse auf die Strahlensensitivität der 
Zellmembran. Weiterführende Arbeiten zur Entwicklung eines 99mTc-markierbaren spezifischen 
Membranmarkers wären notwendig, um klären zu können, ob die Zellmembran ein ähnlich 
strahlensensitives Target wie die nukleäre DNA ist.  
Dosimetrische Betrachtungen an den als Modellsystemen dienenden FRTL-5- und A431-
Zellen deuten darauf hin, dass aufgrund ungenügender Anreicherung eine therapeutische 
Wirkung der Auger-Elektronen im Tumorgewebe eher unrealistisch ist. Damit sollte aus 
gegenwärtiger Sicht die klinische Anwendung von 99mTc auf den diagnostischen Einsatz 
beschränkt bleiben. Jedoch könnte 99mTc als Auger-Elektronen-Emitter bei spezifischer 
Anreicherung in definierten Zellkompartimenten als Nano-Tool zur Erforschung der 
Strahlensensitivität einzelner Zellbestandteile eingesetzt werden. 
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6 Summary 
Introduction:  
In addition to gamma radiation, 99mTc emits approximately 5 low energy Auger and internal 
conversion electrons per decay, resulting in high ionization density proximal to the 
radionuclide’s decay position. Low-energy Auger electrons with path-lengths of only 
nanometers cannot be utilized for diagnostic procedures; however, they have frequently been 
discussed for therapeutic applications. To achieve a radiobiological effect, an intracellular 
accumulation and distribution in relevant cell compartments of the Auger electron emitter is 
required. 
Aim 
The aim of the thesis1 was the comparison of different [99mTc]Tc-labeled compounds 
concerning their intracellular uptake, subcellular distribution and retention in vitro. Furthermore 
the radiotoxicity caused by the Auger effect has to be investigated.  
Material and Methods 
The intracellular radionuclide uptake, subcellular distribution (ProteoExtract®-Kit) and retention 
of [99mTc]-pertechnetate ([99mTc]TcO4-), [99mTc]TcO4- after pre-incubation of perchlorate 
([99mTc]TcO4-/ClO4-), [99mTc]TcO4- after pre-incubation of stannous pyrophosphate ([99mTc]TcO4-
/Sn-PYP), [99mTc]Tc-hexamethyl-propylene-aminoxime ([99mTc]Tc-HMPAO) and [99mTc]Tc-
hexakis-2-methoxyisobutylisonitrile ([99mTc]Tc-MIBI) were quantified in sodium-iodide 
symporter (NIS)-positive rat thyroid FRTL-5 cells. Basing on these results the mean absorbed 
nucleus dose was calculated. Radiotoxicity was investigated using phosphorylated histone 
H2AX (γH2AX foci), clonogenic cell survival and cell cycle analyzes.  
Additionally the radiotoxicity of [99mTc]Alexa(488)-C225-Cyclooctin-Dpa-Tc(CO)3 ([99mTc]Tc-
C225) was compared with the one of [99mTc]TcO4- and [99mTc]Tc-HMPAO depending on the 
subcellular distribution in EGFR-positive A431 cells. 
Results and Discussion: 
For the analyzed [99mTc]Tc-labeled compounds we detected differences in the time courses of 
the uptake kinetics caused by different uptake mechanisms into the FRTL-5 cells.  
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The radionuclide uptake of [99mTc]TcO4- was blocked in the presence of perchlorate and 
increased by a factor of approximately 22 after pre-incubation of Sn-PYP. The lipophilic 
complexes [99mTc]Tc-MIBI and [99mTc]Tc-HMPAO crossed the cell membrane through passive 
transport via diffusion. The compartmental analysis indicated that [99mTc]Tc-HMPAO and 
[99mTc]TcO4-/Sn-PYP revealed a comparable high uptake in the nucleus and in the 
membrane/organelle fraction. [99mTc]TcO4- and [99mTc]Tc-MIBI were preferentially distributed in 
the cytosol, with lower amounts of the accumulated activity in both the membranes/organelles 
and the nucleus compared with the other compounds. In good agreement with the subcellular 
distribution [99mTc]Tc-HMPAO, [99mTc]TcO4-/Sn-PYP showed a nearly complete retention and 
[99mTc]TcO4-, [99mTc]Tc-MIBI a low retention. Due to the differences mentioned above the 
following sequence of the calculated mean nucleus dose for identical activity concentrations 
was determined: [99mTc]TcO4- < [99mTc]Tc-MIBI < [99mTc]Tc-HMPAO < Sn-PYP/ [99mTc]TcO4-. 
[99mTc]TcO4- and [99mTc]Tc-HMPAO caused a similar reduction of the cell survival and a dose 
dependent G2-arrest. [99mTc]Tc-MIBI and Sn-PYP/ [99mTc]TccO4- are both less radiotoxic in 
terms of the estimated nucleus dose compared with [99mTc]TcO4- and [99mTc]Tc-HMPAO. 
Despite the similar effect on the cell survival [99mTc]Tc-HMPAO induced only half of the 
residual γH2AX foci than [99mTc]TcO4-. These findings reveal that clonogenic cellular survival is 
not solely determined by the DNA-DSB response, which may suggest the involvement of extra-
nuclear radiosensitive targets in cell inactivation. 
A possible extra-nuclear radiosensitive target is the cell membrane. That’s why the aim of the 
second part of the thesis is the investigation of the radiosensitivity of the cell membrane. 
Therefore the radiotoxic influence of [99mTc]Tc-C225 was analyzed at EGFR-positive A431 
cells. 
[99mTc]Tc-C225 was taken up over the EGFR and the lipophilic [99mTc]Tc-HMPAO was 
transported via diffusion over the cell membrane. In contrast, [99mTc]TcO4- did not show any 
intracellular uptake into the NIS-negative cells and therefore was used as extracellular 
reference.  
An incubation of [99mTc]Tc-C225 for one hour resulted to a membrane binding of only 10 %, 
which was reduced to 1.9 % after 24 hours. This demonstrated a fast internalization into A431-
cell. Therefore only in the case of a very short incubation time [99mTc]Tc-C225 leads to a 
specific targeting of the cell membrane. [99mTc]Tc-HMPAO did not bind to the cell membrane. 
Furthermore the incubation of increasing concentrations of activity and antibody resulted in a 
saturation of the EGFR, leading to a significant lower nucleus dose in comparison to the 
incubation of [99mTc]Tc-HMPAO. 
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Concerning the clonogenic cell survival no differences in the radiotoxicity of [99mTc]Tc-C225 
and [99mTc]Tc-HMPAO were observed for equal nucleus dose. Thus only an amplification of 
the radiotoxic effects of [99mTc]Tc-C225 in comparison to the extracellular distribution in A431 
cells of 99mTc-pertechnetate was observed.  
Conclusion 
The investigation of the radiotoxic effect of [99mTc]Tc-C225 did not allow any conclusions about 
the radiosensitivity of the cell membrane under the given experimental conditions. For clarifying 
if the radiosensitivity of the cell membrane is comparable to the one of the nucleus DNA further 
experiments for the development of a [99mTc]Tc-labeled specific target for the cell membrane 
are necessary.  
On the basis of the dosimetric considerations of the FRTL-5 cells and A431 cells used as 
model systems it can be concluded that because of an insufficient accumulation a therapeutic 
radiotoxic effect of the Auger electrons is not realistic. Therefore the clinical use of 99mTc should 
be limited to the diagnostics. Nevertheless specific accumulated Auger electrons of 99mTc could 
be applied in the field of investigation as nano-tools for the subcellular analysis of radiotoxicity. 
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8 Anhang 
8.1 Materialien 
8.1.1 Reagenzien 
Chemikalien 
 
Accutase® solution Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Acetonitril Merck, Darmstadt, Deutschland 
Alkohol Konzentrat Braun 95% 
Infusionslösung 
 
Braun, Melsungen, Deutschland 
BSA (bovine serum albumin) Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
CASYton (Isotonischer Messpuffer 
für die Zellzählung) 
OLS OMNI Life Science, Bremen, Deutschland 
Dako-Pen Markierungsstift Dako, Hamburg, Deutschland 
DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Na2HPO4 * 2H2O Merck, Darmstadt, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol 70 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol absolut Merck, Darmstadt, Deutschland 
Eindeckmedium („flourescence 
mounting medium“) 
DAKO, Hamburg, Deutschland 
Formaldehyd 37 % Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
HCl 37 % Merck, Darmstadt, Deutschland 
Immersionsöl „Immersol 518 F“ Carl Zeiss, Jena, Deutschland 
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kristallviolett Merck, Darmstadt, Deutschland 
Methanol absolut Merck, Darmstadt, Deutschland 
Eindeckmedium „mounting medium“ DAKO, Hamburg, Deutschland 
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland 
NaCl 0,9 %, isotonisch Braun, Melsungen, Deutschland 
NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland 
NaH2PO4 * H2O Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumperchlorat-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland 
PBS (phosphate buffered saline) steril Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
PBS (phosphate buffered saline) Biochrom, Berlin, Deutschland 
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Pulver zur Herstellung 
Propidiumiodid Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Trifluoressigsäure VWR, Darmstadt, Deutschland 
Triton X-100 Merck, Darmstadt, Deutschland 
BSA (Bovine Serum Albumins) Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
Lösungen und Puffer 
 
BSA (Blockpuffer) 10 % 10 g in 100 ml PBS lösen 
vor Versuch 1:10 verdünnen, steril filtrieren 
DAPI Stammlösung 10 mg/ml 
Arbeitslösung 1:1000 (10 μl in 10 ml dest. H2O) 
DNA-Färbelösung 40 µg/ml Propidiumiodid 
0,2 mg/ml RNase in PBS 
Glycin-Puffer 0,1 M Glycin-HCl           
0,1 M NaCl            
pH 2,8 einstellen mit konz. NaOH 
Natriumperchlorat-
Monohydrat 
100 mg NaClO4 * H2O in 50 ml Aqua dest. lösen 
vor Versuch steril filtrieren 
 
Kulturmedium – Zusammensetzung 
 
Grundmedium FRTL-5   
Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX™ 
Supplement 
Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 
Medienzusätze   
FKS 5 %  25 ml/ 500 ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
Gly-His-Lys 10 ng/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
Hydrocortison 10 nM/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
Insulin (bovine) 10 µl/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
Somatostatin 10 ng/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
Transferrin 5 µl/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
TSH 10 mU/ ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
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Grundmedium A431  
Dulbecco’s-modifiziertem Eagle Medium 
(DMEM) Biochrom, Berlin, Deutschland 
Medienzusätze   
FKS 10 %  50 ml/ 500 ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
NEAA 1 % 5,6 ml/ 500 ml KM Gibco by Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 
Hepes-Puffer 1 mM 5,6 ml/ 500 ml KM Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
 
Kryomedium A431  
A431 Kulturmedium (DMEM + 10 % FKS + 1 % NEAA + 1 mM Hepes) 
Zusätzliche Medienzusätze 
DMSO 5 % 2,5 ml/ 50 ml KM Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Antikörper 
 
Anti-phospho-Histone H2A.X 
(Ser139), clone JBW 301 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland  
 
Radionuklide, Radiopharmaka und Röntgenröhre  
 
[99mTc]-Pertechnetat  
- 99Mo/99mTc-Generator 
Pertector, ROTOP Pharmaka AG, Radeberg, 
Deutschland 
UltraTechnekow FM, Covidien Deutschland 
GmbH, Neustadt, Deutschland  
Zinn-Pyrophosphat (Sn-PYP) TechneScan PYP, Mallinckrodt Medical BV, 
Petten, Niederlande 
Cardiotop ([99mTc]Tc-MIBI) CardioTop 1 mg, ROTOP Pharmaka AG, 
Radeberg, Deutschland 
Ceretec ([99mTc]Tc-HMPAO) stabilized CeretecTM, GE Healthcare, Chalfont St 
Giles, Großbritannien 
Kryomedium FRTL-5  
FRTL-5 Kulturmedium (GibcoF12 + 5 % FKS + 6 Hormone) 
Zusätzliche Medienzusätze  
FKS 5 %  2,5 ml/ 50 ml KM Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
DMSO 5 % 2,5 ml/ 50 ml KM Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Röntgenröhre Yxlon Y.TU 320-D03, International X-Ray GmbH, 
Hamburg 
Dosisleistungsmessgerät Universaldosimeter PTW-Unidos, Firmware No. 
2.20, PTW Freiburg 
 
Kits zur Überprüfung der intrazellulären Radionuklidverteilung 
 
ProteoExtract® Subcellular 
Proteome Extraction Kit 
 
Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Nuclei Isolation Kit (Nuclei-Kit) Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
8.1.2 Geräte und sonstige Materialien 
Geräte 
 
Zellbank (HERA safe) Heraeus instruments, Düsseldorf, Deutschland 
Brutschränke 
- CB 150 
 
Binder, Tuttlingen, Deutschland 
CASY® Cell Counter + Analyzer OLS OMNI Life Science, Bremen, Deutschland 
Cellspin I Zytozentrifuge Tharmac, Marburg, Deutschland 
Reagenzglasschüttler IKA, Staufen , Deutschland 
γ-Counter CobraTM II 
- Auto-gamma, Packard® 
Canberra, Rüsselsheim, Deutschland 
Lichtmikroskop CK2 Olympus, Hamburg, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 Carl Zeiss, Jena, Deutschland  
Pippettierhilfe (accu-jet®) BRAND, Wertheim, Deutschland 
Pipetten (Eppendorf Research® 
plus, Brand Transferpette® ) 
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 
Brand, Wertheim, Deutschland 
H2O dest. (Direct-Q®,  
Wasseraufbereitungssystem) 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Thermomixer Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
Kühlzentrifuge 
 
UNIVERSAL 32R, Hettich Zentrifugen,Tuttlingen, 
Deutschland 
Zentrifuge 
Biofuge primo R, Microcentrifuge MC-13, 
Heraeus instruments, Düsseldorf, Deutschland 
Durchflusszytometer Facs Scan Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Aktivimeter 
MED Nuklear-Medizintechnik Dresden, Dresden, 
Deutschland 
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pH-Meter Schott-Instruments, Mainz, Deutschland 
Analysenwaage  Sartorius, Göttingen, Deutschland 
BD Accuri™ C6 flow cytometer BD, Heidelberg, Deutschland 
 
Materialien 
 
6-Well-Mikrotiterplatten Corning Incorporated, New York, USA 
Zellkulturflaschen CELLSTAR® 
(175 cm2, 75 cm2, 25 cm2) 
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 
Deckgläser Engelbrecht Medizin- und Labortechnik, 
Edermünde, Deutschland 
Objektträger (SuperFrostTM plus) Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, 
Deutschland 
Falconröhrchen 
Greiner- Bio- One international, Frickenhausen, 
Deutschland 
PP-Röhrchen (14ml) Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen 
(PS-Röhrchen 4,5 ml konisch) 
Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland 
PS-Röhrchen (Cobraröhrchen) Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland 
Sterilfilter (0,22 µm) Corning Incorporated, New York, USA 
Zellkulturflaschen Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland 
 
8.2 Berechnungen für die verschiedenen Verfahren zur Untersuchung des Uptakes 
und der Retention 
Untersuchung der intrazellulären Radionuklidaufnahme 
Der zelluläre Uptake wurde als Prozentsatz der Aktivität des Zelllysats bezogen auf die 
Gesamtaktivität (Summe der gemessenen Aktivitäten des Überstandes + Waschlösungen + 
Lysat) berechnet (siehe ( 10 )). Angegeben wurde der Uptake normalisiert auf 250.000 Zellen 
(siehe ( 11 )). Die Berechnung des absoluten Uptakes in kBq pro 250.000 Zellen erfolgte nach 
( 12 ). 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) = 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝐺𝐺𝐷𝐷𝐴𝐴𝑡𝑡 (𝑅𝑅𝑈𝑈𝑑𝑑)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (𝑅𝑅𝑈𝑈𝑑𝑑) ∙ 100 % ( 10 ) 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%)250.000 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑒𝑒𝐴𝐴 =  250.000 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑒𝑒𝐴𝐴𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝐴𝐴𝐴𝐴ℎ𝑙𝑙 ∙ 𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) ( 11 ) 
𝐴𝐴𝑎𝑎𝐷𝐷𝐾𝐾𝑙𝑙𝑢𝑢𝑡𝑡𝑒𝑒𝑣𝑣 𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (kBq)250.0000 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑒𝑒𝐴𝐴 = 𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%)250.000 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑒𝑒𝐴𝐴 ∙ 100 ∙ 𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (kBq) ( 12 ) 
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Charakterisierung der intrazellulären Verteilung mittels ProteoExtract®-Kit 
Die Berechnung des relativen Uptakes der einzelnen Fraktionen erfolge gemäß ( 13 ) und des 
relativen Gesamtuptakes der Zelle gemäß ( 14 ). Die nach ( 15 ) berechnete relative 
intrazelluläre Verteilung der [99mTc]Tc-Radiotracer wurde prozentual bezogen auf den relativen 
Gesamtuptake dargestellt. 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 𝐹𝐹𝑣𝑣𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 𝑋𝑋 (%) = 𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 𝐹𝐹𝑣𝑣𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 𝑋𝑋 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 13 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) =  �  𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝑡𝑡𝑔𝑔𝐹𝐹𝑛𝑛 4
𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝑡𝑡𝑔𝑔𝐹𝐹𝑛𝑛 1 (%) ( 14 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 𝐹𝐹𝑣𝑣𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 𝑋𝑋
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒
(%) = 𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 𝐹𝐹𝑣𝑣𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 𝑋𝑋 (%)
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) ∙ 100 % ( 15 ) 
 
Charakterisierung der intrazellulären Verteilung mittels Nuclei-Kit 
Aus dem rel. Kernuptake ( 16 ) und dem rel. Gesamtuptake der Zelle ( 17 ) wird gemäß ( 18 ) 
der auf den relativen Gesamtuptake bezogene relative Kernuptake berechnet. 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐾𝐾𝑒𝑒𝑣𝑣𝐴𝐴𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) = 𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 𝑍𝑍𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑈𝑈𝑒𝑒𝑣𝑣𝐴𝐴 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 16 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) =  𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 𝐾𝐾𝑒𝑒𝑣𝑣𝐴𝐴 +  𝑍𝑍𝐺𝐺𝑡𝑡𝐾𝐾𝑈𝑈𝑙𝑙𝐴𝐴𝐷𝐷𝑑𝑑𝐴𝐴 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 17 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐾𝐾𝑒𝑒𝑣𝑣𝐴𝐴𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒
(%) = 𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐾𝐾𝑒𝑒𝑣𝑣𝐴𝐴𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%)
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) ∙ 100 % ( 18 ) 
 
Glycinpuffer zur Überprüfung der Zellmembranmarkierung 
Aus der rel. Membranbindung ( 19 ) und dem rel. Gesamtuptake der Zelle ( 20 ) wird gemäß 
( 21 ) die auf den relativen Gesamtuptake bezogene relative Membranbindung berechnet. 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.  𝑆𝑆𝑒𝑒𝑑𝑑𝑎𝑎𝑣𝑣𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝐾𝐾𝐴𝐴𝑑𝑑𝑢𝑢𝐴𝐴𝑀𝑀 (%) = 𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 𝐺𝐺𝑙𝑙𝐺𝐺𝑅𝑅𝐾𝐾𝐴𝐴𝑈𝑈𝑢𝑢𝐺𝐺𝐺𝐺𝑒𝑒𝑣𝑣 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 19 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) = 𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 𝐺𝐺𝑙𝑙𝐺𝐺𝑅𝑅𝐾𝐾𝐴𝐴𝑈𝑈𝑢𝑢𝐺𝐺𝐺𝐺𝑒𝑒𝑣𝑣 +  𝐿𝐿𝐺𝐺𝐷𝐷𝐴𝐴𝑡𝑡 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 20 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.  𝑆𝑆𝑒𝑒𝑑𝑑𝑎𝑎𝑣𝑣𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝐾𝐾𝐴𝐴𝑑𝑑𝑢𝑢𝐴𝐴𝑀𝑀
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒
(%) = 𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑆𝑆𝑒𝑒𝑑𝑑𝑎𝑎𝑣𝑣𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝐾𝐾𝐴𝐴𝑑𝑑𝑢𝑢𝐴𝐴𝑀𝑀  (%)
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝑢𝑢𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 (%) ∙ 100 % ( 21 ) 
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„Dosimetrischer Efflux“ 
Berechnet wurde die rel. Retention aus der ermittelten zellulären Restaktivität ( 22 ) und dem 
relativen Uptake nach 24 h ( 23 ) gemäß ( 24 ).  
 
𝐴𝐴𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑢𝑢𝑙𝑙ä𝑣𝑣𝑒𝑒 𝑅𝑅𝑒𝑒𝐷𝐷𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (%) = 𝐿𝐿𝐺𝐺𝐷𝐷𝐴𝐴𝑡𝑡 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑅𝑅ℎ 𝑤𝑤𝐴𝐴𝑣𝑣𝑑𝑑𝑒𝑒𝑑𝑑 𝑤𝑤𝐴𝐴𝐷𝐷𝑅𝑅ℎ𝑒𝑒𝐴𝐴 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 22 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑅𝑅ℎ 24 ℎ (%) = 𝐿𝐿𝐺𝐺𝐷𝐷𝐴𝐴𝑡𝑡 (cpm)
𝐺𝐺𝑒𝑒𝐷𝐷𝐴𝐴𝑑𝑑𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (cpm) ∙ 100 % ( 23 ) 
 
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.  𝑅𝑅𝑒𝑒𝑡𝑡𝑒𝑒𝐴𝐴𝑡𝑡𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 (%) = 𝐴𝐴𝑒𝑒𝑙𝑙𝑙𝑙𝑢𝑢𝑙𝑙ä𝑣𝑣𝑒𝑒 𝑅𝑅𝑒𝑒𝐷𝐷𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑡𝑡𝐾𝐾𝑣𝑣𝐾𝐾𝑡𝑡ä𝑡𝑡 (%)
𝑣𝑣𝑒𝑒𝑙𝑙.𝑈𝑈𝑈𝑈𝑡𝑡𝐴𝐴𝑈𝑈𝑒𝑒 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑅𝑅ℎ 24 ℎ (%) ∙ 100 ( 24 ) 
 
8.3 Ergebnisse 
8.3.1 Dosiskalkulation von FRTL-5-Zellen  
Tab. 14: Uptake in Abhängigkeit der Aktivität nach 24-stündiger Inkubation der 
[99mTc]Tc-Tracer an FRTL-5-Zellen.  
Aktivität/ml (MBq/ml) Uptake/ 250.000 Zellen ± SD (kBq) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
0,05 4,5 ± 0,2  5,1 ± 0,5 36,4 ± 0,5 
0,25    201,6 ± 2,4 
0,50  47,9 ± 1,3 47,3 ± 1,3 49,3 ± 2,0 385,5 ± 7,1 
1,25  133,0 ± 3,8  1060,1 ± 11,1 
2,50 260,0 ± 6,0 288,0 ± 6,9  2154,6 ± 22,0 
5,00  561,6 ± 11,3 633,7 ± 27,9 621,5 ± 19,2 4134,7 ± 43,0 
7,50  1155,8 ± 36,2   
12,50  1358,0 ± 70,7 1878,1 ± 61,1 1401,1 ± 29,7  
25,00 2021,9 ± 61,7  2775,2 ± 55,3  
37,50 3069,6 ± 61,1  3192,4 ± 215,3  
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Tab. 15: Kalkulierte Anzahl der intrazellulären Zerfälle je Zelle in Abhängigkeit der eingesetzten 
Aktivitätskonzentrationen der 99mTc-Radiotracer an FRTL-5-Zellen 
Aktivität/ml (MBq/ml) intrazelluläre Zerfälle/Zelle · 103 ± SD 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-MIBI 
Sn-PYP/ 
[99mTc]TcO4- 
0,05 0,3 ± 0,03  0,5 ± 0,02 6,7 ± 1,2 
0,25    37,4 ± 6,9 
0,50  3,3 ± 0,3 6,6 ± 1,2 4,7 ± 0,2 71,5 ± 13,7 
1,25  18,4 ± 3,3  196,6 ± 36,1 
2,50 19,4 ± 1,4 39,8 ± 7,0 29,1 ± 1,5 399,7 ± 73,3 
5,00  39,1 ± 2,9 87,5 ± 17,1 58,9 ± 3,0 767,0 ± 141,0 
7,50  159,6 ± 29,1   
12,50  94,6 ± 10,0 259,3 ± 47,6 132,5 ± 6,8  
25,00 140,9 ± 11,9  262,9 ± 13,4  
37,50 213,9 ± 15,7  302,4 ± 15,5  
 
8.3.2 Dosiskalkulation von A431-Zellen  
Tab. 16: Überblick der simulierten S-Werte für A431-Zellen. SSelf bezeichnet die Selbstdosis 
durch Zerfälle in der Zielzelle und SCross die Cross-Dosis durch Zerfälle in den 
Nachbarzellen.  
 Quellvolumen Zielvolumen SSelf (Gy/(Bq s)) SCross (Gy/(Bq s)) 
SCSN Zelloberfläche Zellkern 6,63e-6 3,96e-5 
SCYN Zytoplasma Zellkern 1,46e-5 3,92e-5 
SNN Zellkern Zellkern 3,87e-3 3,85-5 
 
Tab. 17: Uptake in Abhängigkeit der eingesetzten Aktivitätskonzentrationen der 
[99mTc]Tc-Radiotracer nach Inkubation von A431-Zellen über 24 h.  
Aktivität/ml (MBq/ml) Uptake/ 250.000 Zellen ± SD (kBq) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
0,50 0,36 ± 0,03 60,4 ± 0,3 189,2 ± 50,7 
1,25  154,6 ± 0,5  
2,5  2,7 ± 0,3 358,7 ± 1,1 385,8 ± 23,6 
5,0 4,9 ± 0,1 947,9 ± 2,5 408,0 ± 26,0 
7,5  1637,1 ± 6,1 458,6 ± 122,3 
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Aktivität/ml (MBq/ml) Uptake/ 250.000 Zellen ± SD (kBq) 
 [99mTc]TcO4- [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
10,0   2424,0 ± 32,2  
12,5 15,3 ± 0,7  583,9 ± 50,1 
25,0  24,1 ± 1,6   
37,5 35,7 ± 4,0   
50,0 41,4 ± 1,6   
 
Tab. 18: Zusammensetzung der mittleren absorbierten Zellkerndosis für die Inkubation von 
5 MBq/ml der [99mTc]Tc-Tracer an A431-Zellen. 
Dosisanteil mittlere absorbierte Kerndosis ± SD (Gy) 
 [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
DEC 0,2 0,2 
DSelf 29,2 5,7 
DCross  10,5 3,1 
�D 39,9 9,0 
 
Tab. 19: Kalkulierte Anzahl der intrazellulären Zerfälle je A431-Zelle in Abhängigkeit der 
eingesetzten Aktivitätskonzentrationen der [99mTc]Tc-Radiotracer. 
Aktivität/ml (MBq/ml) intrazelluläre Zerfälle/Zelle · 103 ± SD 
 [99mTc]Tc-HMPAO [99mTc]Tc-C225 
0,50 16,6 ± 0,2 37,0 ± 1,9 
1,25 42,6 ± 0,7  
2,50 98,8 ± 1,7 75,5 ± 4,5 
5,00 261,0 ± 2,7 79,9 ± 4,4 
7,50 450,7 ± 5,1 89,8 ± 23,9 
10,00 667,4 ± 17,7  
12,50  114,3 ± 9,8 
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